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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "SAIS DE
AMINA MONO- OU DI-ORGANICA, SAIS DE MONO- E DI-AMINOACIDOS
E SAIS DE ESTERES DE MONO- E DI-AMINOACIDOS DA PRO-DROGA
FOSFATO DE COMBRETASTATINA A-4, COMPOSICOES FARMACEU-
TICAS E PROCESSO PARA PREPARAGCAO DOS MESMOS".

Este pedido reivindica a prioridade do Pedido US Série N° 60/232.568,
depositado em 14 de setembro de 2000, e do Pedido US Série N° 60/251.921, de-
positado em 7 de dezembro de 2000, sendo que os pedidos provisorios de ambos
estao aqui incorporados em sua integridade a titulo de referéncia.

Campo da Invencao

A presente invenc¢ao refere-se a novos e uteis sais de mono- ou
di-aminas organicas, sais de mono- e di-aminoacidos e sais de ésteres de
mono- e di-aminoacidos da pré-droga fosfato de combretastatina A-4 (CA4),
sais estes que tém uma solubilidade maior que a combretastatina A-4 nativa
e regeneram rapidamente a combretastatina A-4 em condigbes fisioldgicas.

Fundamentos da Invencéao

O céncer é considerado uma doencga séria e difusa. O Instituto
Nacional do Cancer estimou que somente nos Estados Unidos 1 em 3 pes-
soas serao atingidas pelo cancer durante a vida. Além disso, aproximada-
mente 50% a 60% das pessoas que contraem cancer vao finalmente su-
cumbir a doenga. Assim, com a criagao do Instituto Nacional do Cancer no
inicio da década de 70, a quantidade de recursos angariados para pesquisa
do cancer aumentou drasticamente.

Embora o cancer seja comumente considerado uma doencga in-
dividual, ele na verdade compreende uma familia de doenc¢as onde a dife-
renciagao celular normal é modificada, tornando-se anormal e descontrola-
da. Como conseqliéncia, essas células malignas proliferam rapidamente.
Por fim, as células se espalham e metastatizam de sua origem e colonizam
outros 6rgaos, finalmente matando seu hospedeiro. Devido a ampla varie-
dade de canceres atualmente observados, foram desenvolvidas numerosas
estratégias para destruir o cancer no corpo. Tal método utiliza quimiotera-

péuticos citotoxicos. Esses compostos sao administrados a pessoas com
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cancer com o objetivo de destruir as células malignas ao mesmo tempo em
que deixa as células sadias normais intactas. Exemplos particulares de tais
compostos incluem 5-fluoruracil, cisplatina e metotrexato.

Combretastatina A-4 foi inicialmente isolada da madeira externa
da arvore africana Combretum caffrum (Combretaceae) e verificou-se que
ela era um potente inibidor do grupo de microtubulinas. Ademais, verificou-
se que combretastatina A-4 era significativamente ativa contra as linhagens
de células da leucemia linfocitica L1210 e P338 murinas do Instituto Nacio-
nal do Céncer dos Estados Unidos (NCI). Além disso, verificou-se que a
combretastatina A-4 competia com a combretastatina A-1, um outro com-
posto isolado de Combretum caffrum, como inibidor da ligagao de colchicina
a tubulina. Também foi determinado que ela retarda vigorosamente as li-
nhagens de células humanas de cancer do célon VoLo, DLD-1 e HCT-15
(EDso < 0,01 ng/mi), e é um dos agentes antimitéticos mais fortes encontra-
dos entre os constituintes de Combretum caffrum (Patente US 4.996.237).

Conseqlientemente, foi conduzida uma pesquisa para determi-
nar a eficacia de combretastatina A-4 como quimioterapéutico no tratamento
de uma variedade de canceres humanos. Infelizmente, a combretastatina A-
4 é essencialmente insoluvel em dgua. Esta caracteristica tem interferido de
forma significativa no desenvolvimento de composicdes farmacéuticas com-
preendendo combretastatina A-4. Para aumentar sua solubilidade assim
como sua eficacia, foram feitos esforgos para criar derivados de combre-
tastatina A-4 como pré-drogas que vao regenerar a combretastatina A-4 em
condigdes fisioldgicas. Por exemplo, Koji Ohsumi et al. descrevem a sintese
de pré-drogas de aminoacido HCI de um analogo de combretastatina, onde
um sal de aminoacido esta ligado ao grupo amino de um derivado de com-
bretastatina contendo um grupo amino basico [os derivados estao descritos
em Ohsumi et al., Anti-Cancer Drug Design, 14, 539-548 (1999)]. Embora
essas pro-drogas possam ter uma solubilidade aumentada em comparacao
com a da combretastatina A-4 nativa, elas possuem uma limitagédo inerente
pelo fato de a regeneracao da combretastatina A-4 depender da amino-

peptidase enddgena no sangue de um individuo a quem a pré-droga seja
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administrada.
O 4&cido livre do fosfato de combretastatina A-4 ("acido livre de

CA4P") que tem a seguinte estrutura:

existe como uma massa oleosa. O acido livre de CA4P é intrinsecamente
Muito Ligeiramente Soluvel (por definicao de USP) a 25°C em 4gua, com a
solubilidade em agua aumentando com um aumento no pH. Ele possui dois
grupos acidos com valores de pK, de 1,2 e 6,2, que levam a formagao de
sal. Como existem problemas praticos com a manipulagao de &cido livre de
CA4P devido ao seu estado fisico, é desejavel a identificagao de uma forma
salina cristalina e estavel deste composto.

As tentativas de derivatizar combretastatina A-4 envolveram a
formagao de derivados salinos de fosfato de combretastatina A-4 (derivados
salinos de "CA4P"). Exemplos particulares desses sais estao descritos na
Patente US 5.561.122. Embora esses sais de pré-droga possuam uma solu-
bilidade maior que a da combretastatina A-4 nativa, eles também podem
apresentar inconvenientes inerentes tal como higroscopicidade.

Higroscopicidade é um dos varios critérios importantes na es-
colha de um sal. Veja K. Morris et al., "An Integrated Approach to the Selec-
tion of Optimal Salt Form for a New Drug Candidate", Int. J. Pharm., 105,
209-217 (1994). O grau de higroscopicidade para qualquer substancia de
droga tem impacto significativo sobre sua manipulagdo e estabilidade du-
rante o tempo de vida da droga produzida.

Por conseguinte, sdo necessarios novos e Uteis sais da pro-
droga combretastatina A-4 com propriedades fisico-quimicas favoraveis, e
que aumentem a solubilidade, e de preferéncia a eficacia, da combretastati-

na A-4 no tratamento de uma ampla variedade de disturbios neoplasticos.
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Também sdo necessérios novos e uteis sais da pro-droga com-
bretastatina A-4 que regenerem facilmente a combretastatina A-4 nativa in
vivo e nao produzam produtos secundarios indesejados ou potencialmente
prejudiciais quando sofrerem regeneragao.

A citacao de qualquer referéncia neste relatério nao deve ser
interpretada como aceitagdo de que tal referéncia esteja disponivel como
“Técnica Anterior" ao presente pedido.

Sumario da Invencao

Séo fornecidos, de acordo com a presente invengéo, novos e
uteis sais de mono- ou di-aminas organicas, sais de mono- e di-aminoacidos
e sais de ésteres de mono- e di-aminoacidos da pré-droga fosfato de com-
bretastatina A-4, sais estes que tém uma solubilidade maior que a combre-
tastatina A-4 nativa e regeneram rapidamente a combretastatina A-4 in vivo.
A presente invengao também fornece compostos que sao significativamente
menos higroscopicos que os sais da pré-droga combretastatina A-4 conhe-
cidos até entao (por exemplo, nao sofrem aiteragdes significativas na forma
fisica em condigées ambientes de temperatura e umidade), possuem mani-
pulacédo e estabilidade melhoradas, e podem formar solugées a um pH que
minimiza ou elimina a dor no local de injecao. Os compostos da invengao
fornecem assim vantagens consideraveis para uso farmacéutico.

Em geral, a presente invengéo refere-se a um composto tendo a

estrutura geral da formula I:

onde
um de -OR’ ou -OR? é -O'QH" e o outro é hidroxila ou -O'QH*; e
Qé

(A) uma amina orgéanica contendo pelo menos um atomo de ni-
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trogénio que, junto com um préton, forma um céation de aménio quaternario
QHY;

(B) um aminoacido contendo pelo menos dois atomos de nitro-
génio onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um
cation de amdnio quaternario QH"; ou

(C) um aminoéacido contendo um ou mais atomos de nitrogénio
onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um cation de
aménio quaternario QH* e, ainda, onde todos os grupos acido carboxilico do
aminoacido estao na forma de ésteres.

Em todo este relatério, quando ambos -OR' e -OR?® sdo -O'QH",
Q é de preferéncia 0 mesmo em ambos os grupos -OR’ e -OR%.

Quando Q tem a definigdo (A), a amina organica preferida tendo
aplicagdes nesta invengao é trometamina (isto &, tris(hidroximetil)aminome-
tano, aqui abreviado por "TRIS").

Sais de trometamina da formula | estéo ilustrados pelas férmulas
la e Ib a seguir, que representam os sais de mono-trometamina e os sais de

di-trometamina de férmula |, respectivamente:
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Ia

OH

OH

OH

OH

O sal de mono-trometamina de férmula la é preferido.

Quando Q tem a definicao (B), qualquer aminoéacido tendo pelo
menos dois atomos de nitrogénio tem aplicagdo nesta invencao. Qualquer
dos nitrogénios do aminoacido pode formar o cation de aménio quaternario
de férmula |, por exemplo, qualquer nitrogénio na cadeia lateral do aminoa-
cido ou o nitrogénio do grupo a-amino. Aminoacidos tendo aplicagdes nesta
invengao incluem, porém certamente sem limitagao, ornitina, histidina, lisina,
arginina, triptofano etc.

Quando Q tem a definigdo (B), um aminoacido preferido tendo
aplicagbes nesta invencao é a histidina. Por exemplo, qualquer um dos ni-
trogénios do grupo imidazol da cadeia lateral da histidina ou, alternativa-
mente, o nitrogénio do grupo a-amino da histidina pode formar o cation de
amonio quaternario da férmula 1. Como facilmente aparente, devido a natu-

reza aromatica do grupo imidazol, qualquer dos nitrogénios do grupo imida-



zol da cadeia lateral da histidina pode formar a estrutura da férmula (l). Es-
truturas de monohistidina da féormula | preferidas estao ilustradas pelas for-

mulas Ic ou Id a seguir:

Ic

Quando Q tem a defini¢ao (C), qualquer aminoacido tem aplica-
¢bes nesta invengéo, tal como, porém sem limitacéo, glicina. Esteres prefe-
ridos séo ésteres alquilicos, tais como ésteres metilicos ou etilicos.

Além disso, a presente invengao refere-se a uma composicao
farmacéutica compreendendo:

(a) um composto tendo a estrutura geral da férmula I:
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g 0

.
H,CO O 1-OR
H,CO (e AN

OR?
OCH,3
®
onde

um de -OR’ ou -OR’ é -O'QH* e o outro é hidroxila ou -O'QH"; e

Qé

(A) uma amina organica contendo pelo menos um atomo de ni-
trogénio que, junto com um préton, forma um cation de aménio quaternario
QH*;

(B) um aminoacido contendo pelo menos dois atomos de nitro-
génio onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um
cation de amédnio quaternario QH*; ou

(C) um aminoacido contendo um ou mais atomos de nitrogénio
onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um cation de
amonio quaternario QH* e, ainda, onde todos os grupos acido carboxilico do
aminoacido estao na forma de ésteres; e

(b) um veiculo farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

Exemplos particulares de compostos da presente invencgéo ten-
do aplicagbes em tal composicao farmacéutica estao descritos acima. Ade-
mais, qualquer veiculo farmaceuticamente aceitavel adequado tem aplica-
¢bes em uma composicao farmacéutica da presente invengao. Exemplos
particulares estdo descritos abaixo. Uma modalidade particular de uma
composicao farmacéutica da presente invengao compreende um composto
da presente invengdo no qual trometamina € a amina orgénica, e que de
preferéncia é um sal de trometamina tendo a estrutura de férmula la ou Ib,

mais preferivelmente la:



Ja
H,CO. i N
H,CO 0 OH
I .
QCH HaN
3 o’P\\O' OH
OCH OH

OH -

OH

Uma outra modalidade particular de uma composicao farmacéu-
tica da presente invengao compreende um composto da presente invencao
no qual histidina é o aminoacido, e que de preferéncia € um sal de mono-

histidina tendo a estrutura de formula Ic ou Id:

Ie

Id
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Naturalmente, tal composicdo farmacéutica poderia compreen-
der ainda um veiculo farmaceuticamente aceitavel para a mesma.

Além disso, a presente invencao refere-se ainda a composig¢des
compreendendo um sal da presente invencao. Em particular, uma composi-
cao da presente invencao pode ser formada por misturacao de compostos
compreendendo:

(a) um acido livre de CA4P tendo a estrutura:

H;CO

x
HyCO 0
OCHg O/P\/OH
OH  ©
OCHs

(b) um composto Q, onde Q é

(A) uma amina orgéanica contendo pelo menos um atomo de ni-
trogénio que, junto com um préton, forma um cation de amoénio quaternario
QH";

(B) um aminoacido contendo pelo menos dois atomos de nitro-
génio onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um
cation de amobnio quaternario QH'; ou

(C) um aminodacido contendo um ou mais atomos de nitrogénio
onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um cation de
amdnio quaterndrio QH" e, ainda, onde todos os grupos acido carboxilico do
aminoécido estao na forma de ésteres.

Opcionalmente, uma composicao da presente invengdo pode

ainda compreender um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
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Além disso, quando Q tem a definicdo (A), qualquer amina or-
ganica aqui definida tem aplicagdes em uma composicao da presente inven-
¢do. Exemplos particulares incluem, porém sem limitagao, trometamina, di-
etanolamina, glicamina, N-metilglicamina, etilenodiamina e 2-(4-imidazolil)
etil amina. Quando Q tem a definicdo (B), qualquer aminoacido tendo pelo
menos dois atomos de nitrogénio tem aplicagdes em uma composi¢éo da
presente invencao. Exemplos particulares incluem ornitina, histidina, lisina,
arginina, triptofano etc. Quando Q tem a definicdo (C), qualquer éster de
aminoacido aqui definido tem aplicagées em uma composicao da presente
invencgao. Exemplos particulares incluem glicina.

Em uma outra modalidade, a presente invengéo refere-se a um
método para modular o crescimento tumoral ou a metastase em um animal,
que compreende a administracao de uma quantidade eficaz de um com-
posto tendo a estrutura geral de:

9489
O 1
Heo, ) O 04'5/OR
3 \ORz
OCH3, o

H,CO

onde

um de -OR' ou -OR? é -O'QH" e o outro é hidroxila ou -O'QH"*; e

Qé

(A) uma amina orgéanica contendo pelo menos um atomo de ni-
trogénio que, junto com um préton, forma um céation de amdnio quaternario
QH";

(B) um aminoacido contendo pelo menos dois atomos de nitro-
génio onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um
cation de amonio quaternario QH'; ou

(C) um aminoacido contendo um ou mais atomos de nitrogénio
onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um cation de
ambnio quaternario QH" e, ainda, onde todos os grupos acido carboxilico do

aminoéacido estdao na forma de ésteres.



Em uma modalidade particular, a presente invencao refere-se a
um método para modular o crescimento tumoral ou a metdstase em um ani-
mal, que compreende a administracao de uma quantidade eficaz de um
composto no qual trometamina é a amina organica, e que de preferéncia e

5 um sal de trometamina tendo a estrutura de férmula la ou Ib, mais preferi-

velmente la:
HiCO I
0‘ \é/
ou
3
Ib
HZCO ! N
H3CO
OCH N
OCH;

OH

Em uma outra modalidade particular, a presente invencao refe-
re-se a um método para modular o crescimento tumoral ou a metastase em
um animal, que compreende a administracao de uma quantidade eficaz de

10 um composto no qual histidina € o aminoacido, e que de preferéncia é um

sal de monohistidina tendo a estrutura de formula lc ou Id:
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Ic

Por conseguinte, a presente invengao fornece novos e Uteis sais
de mono- ou di-aminas orgéanicas, sais de mono- e di-aminoacidos e sais de
ésteres de mono- e di-aminodacidos da pré-droga fosfato de combretastatina
A-4, sais estes que sdo mais sollveis em solugdes aquosas que a combre-
tastatina A-4 nativa. Dessa forma, a eficacia dessa droga pode ser aumen-
tada.

A presente invencao também fornece sais de mono- ou di-
aminas organicas, sais de mono- e di-aminoacidos e sais de ésteres de
mono- e di-aminoacidos da pré-droga fosfato de combretastatina A-4, sais
estes que regeneram rapidamente a combretastatina A-4 in vivo, e que, me-
diante dissociacdo, liberam uma amina organica, um aminoacido ou um és-
ter de amino&cido como um subproduto fisiologicamente toleravel.

Em sua modalidade mais preferida, a presente invengao fornece
o novo sal de trometamina (TRIS) 1:1 cristalino do agente antitumoral anti-
vascular pré-droga fosfato de combretastatina A-4 tendo a estrutura de for-

mula la. Este composto € um sal da pré-droga do tipo éster de fosfato, onde
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a porgao fosfato sofre desfosforilagao em condigdes fisioldgicas para produ-
zir a porgao de droga ativa, combretastatina A-4 (como mencionado abaixo,
o grupo olefina que liga em ponte as porg¢ées fenila do nucleo de combre-
tastatina A-4 esta na configuragao cis; o grupo olefina do sal de mono TRIS
preferido do fosfato de combretastatina A-4 esta igualmente na configuragéo
cis). O sal de (mono) TRIS 1:1 de CA4P apresenta boas propriedades no
estado sdlido e inesperadamente é praticamente nao-higroscopico. Esta e
outras propriedades favoraveis fazem do sal de TRIS de CA4P um com-
posto preferido para formulagédo de apresentagéo farmacéutica.

Breve Descricao dos Desenhos

A figura 1 mostra o perfil de absorgdo/desabsor¢do de umidade
do sal de mono-TRIS de CA4P (preparado no exemplo 1) a 25°C. Os dados
foram obtidos usando uma balanga de umidade MB-300W Modelo VTI com
niveis de umidade relativa variando de 10% a 90% em incrementos de 10%.
O tempo de equilibrio maximo a cada umidade foi ajustado em 4 horas.

A figura 2 mostra os padroes de difragdo de raios X em po de
amostras do sal de mono-TRIS de CA4P (preparado no exemplo 1), que
foram empastadas em diferentes solventes (agua, isopropanol, etanol, ace-
tonitrila e acetona) inicialmente a 70 - 75°C por 5 a 10 minutos, e em segui-
da a temperatura ambiente por uma noite. Os difratogramas de raios X fo-
ram registrados usando um difratdmetro de raios X Miniflex Modelo Rigaku
com uma fonte de Cu-Ko a uma taxa de varredura de 1° por minuto de 2° a
40° 26.

A figura 3 mostra o termograma de calorimetria de varredura
diferencial (DSC) (modelo DSC 2910, TA Instruments) do sal de mono-TRIS
de CA4P (preparado no exemplo 1) obtido em um fluxo de nitrogénio com
uma taxa de aquecimento de 10 graus por minuto.

A figura 4 mostra o perfil de pH-solubilidade do sal de mono-
TRIS de CA4P (preparado no exemplo 1) a 25°C. O pH foi ajustado com
hidréxido de sédio.

A figura 5 mostra o termograma de calorimetria de varredura
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diferencial (DSC) do sal de mono-L-histidina de CA4P (preparado no exem-
plo 3) (tamanho da amostra 2,0900 mg).

A figura 6 mostra o termograma de calorimetria de varredura
diferencial (DSC) do sal de mono-L-histidina de CA4P (preparado no exem-
plo 3).

A figura 7 mostra o termograma de calorimetria de varredura
diferencial (DSC) do sal de mono-L-histidina de CA4P (preparado no exem-
plo 3).

A figura 8 mostra os padroes de difragcdo de raios X em pé do
sal de mono-L-histidina de CA4P (preparado no exemplo 3).

A figura 9 mostra os padroes de difragao de raios X em pé do
sal de mono-L-histidina de CA4P (preparado no exemplo 3).

A figura 10 mostra o termograma de calorimetria de varredura
diferencial (DSC) do sal anidro de mono-L-histidina de CA4P (preparado no
exemplo 3).

A figura 11 mostra os padroes de difragdo de raios X em pé do
sal anidro de mono-L-histidina de CA4P (preparado no exemplo 3).

A figura 12 mostra o termograma de calorimetria de varredura
diferencial (DSC) do sal de éster metilico de CA4P monoglicina (preparado
no exemplo 4).

A figura 13 mostra os padroes de difragdo de raios X em pé do
sal de éster metilico de CA4P monoglicina (preparado no exempio 4).
Descrigcao Detalhada da Invengao

A presente invencdo baseia-se na descoberta de que, surpre-
endente e inesperadamente, podem ser formados sais de mono- ou di-
aminas organicas, sais de mono- e di-aminoédcidos e sais de ésteres de
mono- e di-aminodcidos da pro-droga fosfato de combretastatina A-4 que
tém solubilidade aumentada in vivo em relagdo a solubilidade da combre-
tastatina A-4 nativa, regeneram rapidamente a combretastatina A-4 em con-
di¢des fisioldgicas e, durante a regeneracgdo, produzem aminas organicas
fisiologicamente toleraveis, ou aminoacidos ou ésteres de aminoacidos fisi-

ologicamente toleraveis que sao facilmente metabolizados in vivo.
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De um modo geral, a presente invengao refere-se a um com-

posto tendo a estrutura geral:

H,CO ~
0
H,CO O ,g/OR1
H3CO (0 \ 2
OR
OCHj,

onde

um de -OR’ ou -OR? é -O'QH" e o outro é hidroxila ou -O'QH"; e

Qé

(A) uma amina orgénica contendo pelo menos um atomo de ni-
trogénio que, junto com um préton, forma um cation de amoénio quaternario
QH*;

(B) um aminoacido contendo pelo menos dois dtomos de nitro-
génio onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um
cation de amoénio quaternario QH'; ou

(C) um aminoacido contendo um ou mais atomos de nitrogénio
onde um dos dtomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um céation de
aménio quaternario QH* e, ainda, onde todos os grupos acido carboxilico do
aminoacido estao na forma de ésteres.

Todos os isdbmeros dos presentes compostos (por exemplo,
aqueles que podem existir devido a carbonos assimétricos, tais como em
varios substituintes), inclusive formas enantioméricas e formas diastereomé-
ricas, s&o contemplados no escopo desta invengao. Estereoisdmeros indivi-
duais dos compostos da invengao podem, por exemplo, ser substancial-
mente isentos de outros isbmeros (por exemplo, como um isémero o6tico
puro ou substancialmente puro tendo uma atividade especifica), ou podem
ser misturados, por exemplo, como racematos ou com todos os outros este-
recisémeros, ou outros estereocisémeros selecionados. Os centros quirais da
presente invengao podem ter a configuracdo S ou R conforme definido pelas
"IUPAC 1974 Recommendations". As formas racémicas podem ser resolvi-

das por métodos fisicos tais como, por exemplo, cristalizagao fracionada,
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separac¢ao ou cristalizagao de derivados diastereoméricos ou separagdo por
cromatografia de coluna quiral. Os isbmeros oticos individuais podem ser
obtidos de racematos por qualquer método adequado. O grupo olefina que
liga por ponte as porgdes fenila do nicleo da combretastatina A-4 esta na
configuragao cis, que é a configuracao preferida para os compostos da pre-
sente inven¢ao. O uso dos termos "combretastatina A-4" ou "CA4" como o
nome, ou parte do nome, de um composto desta inven¢ao significa um com-
posto nesta configuragao cis. Solvatos, tais como hidratos, do composto de
férmula | sdo contemplados nesta invengao.

Em todo o relatério descritivo, os grupos e substituintes devem
ser escolhidos de modo a fornecer porgées e compostos estaveis.

As modalidades aqui indicadas como exemplificativas ou prefe-
ridas destinam-se a ser ilustrativas e nao-limitativas.

Em uma outra modalidade, a presente invencao refere-se a uma
composi¢ao farmacéutica compreendendo um composto da presente inven-
¢ao, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel para o mesmo. Naturalmen-
te, os compostos da presente invengao podem ser empregados em qualquer
forma, tal como uma forma sélida ou em solugéo (particularmente solugédo
aquosa), como descrito mais adiante. O composto, por exemplo, pode ser
obtido e empregado em uma forma liofilizada isolado ou com aditivos ade-
quados.

Em ainda uma outra modalidade, a presente invengao refere-se
a um método para modular o crescimento tumoral ou a metastase em um
animal, que compreende a administracdo de uma quantidade eficaz de um
composto tendo a estrutura geral da férmula I
O X
BCOL o @ O,(',i\/°R1 :

OR?

H,CO

OCHs
1))

onde

um de -OR’ ou -OR? é -O'QH" e o outro é hidroxila ou -O'QH"; e
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Qé

(A) uma amina organica contendo pelo menos um atomo de ni-
trogénio que, junto com um préton, forma um cation de amoénio quaternario
QH";

(B) um aminodcido contendo pelo menos dois atomos de nitro-
génio onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um
cation de amoénio quaternario QH"; ou

(C) um aminoacido contendo um ou mais atomos de nitrogénio
onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um cation de
amdnio quaternario QH" e, ainda, onde todos os grupos acido carboxilico do
aminodacido estdo na forma de ésteres. Naturalmente, um composto da pre-
sente invencao pode ser administrado isolado ou em uma composigéo far-
macéutica.

Os termos e expressdes aqui usados estdo definidos abaixo e
tém as definigdes indicadas, a menos que de outra forma indicado.

Conforme aqui usado, os termos "modular’, "que modula" ou
"modulagao" referem-se a variacdo na taxa a qual ocorre um processo parti-
cular, a inibicao de um processo particular, a reversao de um processo par-
ticular e/ou a prevencao do inicio de um processo particular. Assim, por
exemplo, onde o processo particular compreende crescimento tumoral ou
metastase, "modulacado” do processo inclui diminuigao da taxa a qual ocorre
o crescimento tumoral e/ou a metastase, inibicdo do crescimento tumoral
e/ou da metastase, reversao do crescimento tumoral e/ou da metastase (in-
clusive retrag@o e/ou erradicag@o do tumor) e/ou prevengao do crescimento
tumoral e/ou da metastase, particularmente em um individuo com propensao
a tal processo.

Conforme aqui usado, a expressdo "quantidade eficaz" ou
"quantidade eficaz para tal" de um composto administrado a um animal € a
quantidade suficiente para modular o crescimento tumoral ou a metastase
em um animal. O versado na técnica pode determinar facilmente uma quan-
tidade eficaz de um composto da presente invengéo a ser administrado a

um animal, por exemplo, usando técnicas de rotina. Quantidades de dosa-
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gem exemplificativas para um homem adulto variam de cerca de 0,05 a cer-
ca de 1000 mg/kg de peso corporal de composto ativo por dia, que podem
ser administrados em dose Unica (por exemplo, como um bolo ou como uma
infusdo por um periodo a dose maxima tolerada ou abaixo dela) ou na forma
de doses divididas individuais (por exemplo, como dosagens consecutivas
abaixo da dose maxima tolerada), tal como de 1 a 4 vezes ao dia. Ficara
entendido que o nivel de dose especifico e a freqiiéncia de administracao
para qualquer individuo particular podem ser variados e vao depender de
uma variedade de fatores que incluem a atividade do composto especifico
empregado, a estabilidade metabdlica e a duragéo de agao do composto, a
espécie, a idade, o peso corporal, o estado de saude em geral, 0 sexo e a
dieta do individuo, 0 modo e a hora de administragado, a taxa de excrecéao, a
combinagéo de drogas e a severidade da condigcao particular.

Conforme aqui usado, o termo "animal" de preferéncia inclui in-
dividuos tais como animais domésticos, e mais preferivelmente seres huma-
nos.

Conforme aqui usado, o termo "pré-droga” refere-se a um com-
posto precursor que vai sofrer ativagado metabdlica in vivo para produzir a
droga ativa. Dessa forma, por exemplo, um composto da invengdo adminis-
trado a um individuo vai sofrer ativagao metabdlica e regenerar a combre-
tastatina A-4 devido a dissociagao de um composto da presente invengao,
por exemplo, pela acdo de fosfatases inespecificas endégenas no plasma.

Conforme aqui usado, o termo "amina orgénica" refere-se a um
composto organico (isto €, contendo carbono) contendo pelo menos um
grupo amina primaria (isto é, -NH;), secundaria (isto §,
-NH-) ou terciaria (isto é -N-) capaz de formar um sal fosfato no composto da
férmula | da presente invengdo. Onde existir mais de um grupo amina prima-
ria, secundaria e/ou terciaria na referida amina organica, qualquer desses
grupos capazes de formar o grupo amoénio quaternario QH* de férmula |
pode fazé-lo. A presente definicao de "amina organica" nao abrange com-
postos de aminoacidos (veja o pedido provisodrio intitulado "Combretastatin
A-4 Phosphate Mono- And Di-Amino Acid Salt Prodrugs”, depositado por
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Venit como Pedido US Série N° 60/232,568 em 14 de setembro de 2000,

aqui incorporado em sua integridade a titulo de referéncia) nem determina-
dos compostos descritos no documento WO 99/35150 (glicosamina, pipera-
zina, piperidina, 6’-metoxi-cinchonan-9-ol, cinchonan-9-ol, pirazol, piridina,
tetraciclina, imidazol, adenosina, verapamil, morfolina), aqui incorporado em
sua integridade a titulo de referéncia. A amina orgénica empregada & de
preferéncia um composto fisiologicamente toleravel selecionados dos se-
guintes grupos:

(a) aminas organicas tendo um pK, maior ou igual a 7, mais
preferivelmente um pK, maior ou igual a 8;

(b) aminas organicas onde o nitrogénio que forma o cation de
amdnio quaternario QH* na férmula | esta ligado a um grupo alifatico opcio-
nalmente substituido ou a um grupo heterociclico ndo-aromatico opcional-
mente substituido (ou a dois ou trés grupos alifaticos e/ou heterociclicos
nao-aromaticos opcionalmente substituidos no caso de aminas secundarias
ou terciarias, respectivamente). O "grupo alifatico” é um hidrocarboneto de
cadeia reta ou ramificada, saturado ou insaturado (por exemplo, alcano, al-
queno ou alquino) tendo de 1 a 20, de preferéncia 1 a 12, mais preferivel-
mente 1 a 6 atomos de carbono na cadeia. O "grupo heterociclico néao-
aromatico" € um anel saturado ou parcialmente insaturado contendo o nitro-
génio que forma o cation de amonio quaternario QH* na férmula | assim
como, opcionalmente, outros heterodtomos no anel tais como atomos de O,
S ou N adicional. "Substituintes opcionais" de preferéncia sdo um ou mais
substituintes que fornecem uma amina orgénica que, quando empregada na
formula | da presente invengao, resulta em sais fosfato da férmula | que sao
cristalinos e praticamente n&o-higroscopicos ou nao-higroscépicos. "Subs-
tituintes opcionais" preferidos incluem grupos hidroxila, amino (isto é, -NH)
ou alcdxi (isto &, -O-alquila), mais preferivelmente um ou mais grupos hidro-
xila; e/ou

(c) aminas organicas onde o nitrogénio que forma o cation de
amonio quaternario QH* na férmula | € uma amina primaria ligada a um gru-

po alifatico opcionalmente substituido ou uma amina secundaria ligada a
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dois grupos alifaticos opcionalmente substituidos, onde 0s substituintes op-
cionais s@o um ou mais grupos hidroxila ou amino, mais preferivelmente
grupos hidroxila.

Naturalmente, qualquer amina organica dada selecionada como
amina preferida para ser usada na presente invengédo pode ter as proprie-
dades de dois ou mais grupos (a) a (c¢) descritos acima (por exemplo, ter um
pKa maior ou igual a 7 e ser uma amina alifatica opcionalmente substituida,
como descrito em (c)).

Qualquer amina organica definida dessa maneira é adequada
para uso nos compostos de féormula | da presente invengao, assim como nas
presentes composig¢des farmacéuticas e métodos. O termo "amina organica’
inclui compostos na forma de sal com outras porgdes acidas e/ou basicas
(onde, por exemplo, um grupo amina forma o sal fosfato de férmula | e um
outro grupo amina forma um sal com uma porgao acida). Assim, o restante
da amina organica compreendida em um composto da presente invengao
também pode conter porgdes salinas.

Aminas organicas exemplificativas incluem, porém certamente
sem limitagdo, trometamina, dietanolamina, glicamina, N-metilglicamina,
etilenodiamina e 2-(4-imidazolil) etil amina.

Um sal de "monoamina organica" de fosfato de combretastatina
A-4 da férmula | contém um grupo amina organica Q como parte de R'ou R
definidos acima; um sal de "diamina orgénica" de fosfato de combretastatina
A-4 da férmula | contém dois grupos amina orgénica Q, uma parte de R'e
uma parte de R® definidos acima. Sais de "monoamina organica" da féormula
| séo preferidos. Definicbes correspondentes aplicam-se a "monoaminoéaci-
do’, "diaminoacido", "éster de monoaminoacido" e "éster de diaminoacido".

Qualquer aminoacido adequado tem aplica¢gdes nesta invengao,
que incluem numerosos aminodcidos naturais e nao-naturais tendo aplica-
¢bes em um composto da presente invengao. Exemplos particulares inclu-
em, porém certamente sem limitagdo, ornitina, histidina, lisina, arginina e
triptofano, para mencionar apenas alguns.

Conforme aqui usado, o termo "aminodcido" refere-se a um
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composto contendo um grupo amino basico (NHz) € um grupo &cido carboxi-
lico acido (COOH), incluindo compostos na forma zwiteriénica (onde os gru-
pos amino e carboxila juntos formam um zwiterion ou um sal interno) ou na
forma de sal com outras porgoes acidas e/ou basicas (onde, por exemplo, o
aminoacido contém um grupo acido carboxilico além do grupo a-COOH, e o
primeiro estd na forma de sal com um metal alcalino). Assim sendo, o res-
tante de um aminoacido compreendido em um composto da presente inven-
¢éo também pode conter porgdes na forma de sal. O termo inclui amino&ci-
dos nao-naturais bem como aminoacidos naturais, tais como a-aminoacidos
(especialmente L-aminoacidos), muitos dos quais sao os blocos formadores
de proteinas. O termo "aminoacidos naturais" refere-se aos 20 aminoéacidos
que sao comuns em todas as proteinas, isto &, glicina, alanina, valina, leuci-
na, isoleucina, prolina, serina, treonina, cisteina, metionina, asparagina,
glutamina, fenilalanina, tirosina, triptofano, lisina, arginina, histidina, aspar-
tato e glutamato. A expressao "aminoacidos nao-naturais" refere-se a ami-
noacidos que geralmente nao sdo comuns em todas as proteinas, tais como
4-hidroxiprolina, 5-hidroxilisina, N-metillisina, y-carboxiglutamato, seleno-
cisteina, ornitina e citrulina. Aminoacidos tendo dois ou mais atomos de ni-
trogénio sao adequados para uso nos compostos de férmula | da presente
invencao quando Q tem a definicao (B), assim como nas presentes compo-
sicGes farmacéuticas e métodos.

Conforme aqui usado, o termo "cadeia lateral" em relagdo a um
aminoacido é a porgao de um aminoacido que é diferente para cada amino-
acido, especialmente o grupo ligado ao carbono que liga os grupos -NH; e -
COOH de um aminoAcido.

Conforme aqui usado, o termo "praticamente ndo-higroscépico”,
com referéncia a um compostc, de preferéncia significa menos de 1% de
ganho de peso de agua por peso do composto (mais preferivelmente menos
de 0,5% de ganho de peso de agua por peso do composto) medido nas se-
guintes condi¢des: uma temperatura de aproximadamente 25°C, umidades
relativas de 20% a 95%, e em condicoes de equilibrio (isto €, medido em um

momento em que as taxas de absorcao de desabsor¢do de umidade estéao
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equilibradas), em relacdo a medigcéo efetuada a 25°C e 0% de umidade re-

lativa. Conforme aqui usado, o termo "nao-higroscépico”, com referéncia a
um composto, de preferéncia significa nenhum ganho de peso mensuravel
por peso do composto, medido da maneira acima.

Conforme aqui usado em relacao a um aminoacido, o termo
"éster" refere-se a um grupo acido carboxilico (isto é, um grupo -COOH) do
aminoacido que esta na forma -COO(G) onde G é uma porgao orgénica tal
como um grupo alquila, alquenila, alquinila, cicloalquila, cicloalquenila, arila
ou heterociclo ndo-substituido ou substituido. Preferidos como grupos G sao
grupos Cq-g alquila tais como metila ou etila. Mais preferidos como ésteres
de aminoacido sao ésteres C;-¢ alquilicos de glicina, tais como éster metilico
de glicina ou éster etilico de glicina.

Conforme aqui usado, o termo "sal" refere-se a um composto da
presente invengdo que € um composto idnico, por exemplo, tendo uma liga-
¢ao idnica entre o nitrogénio quaterndrio da porgao amina organica, amino-
acido ou éster aminodcido QH" e a porgao fosfato do fosfato de combretas-
tatina.

Conforme aqui usado, uma "ligagédo idnica" é uma ligagao qui-
mica formada pela atracdo eletrostatica entre ions ou estruturas quimicas
positivas e negativas. Uma ligagao deste tipo pode ser facilmente dissocia-
da (ou ionizada) em uma solugdo aquosa. A dissolugdo de um composto da
presente invengdo em um solvente, particularmente um solvente aquoso,
assim como a liofilizagdo de tal solugao sao modalidades abrangidas pela
presente invencao.

Conforme aqui usado, a expressao "fisiologicamente toleravel"
na descrigdo de uma espécie quimica presente in vivo, tal como uma amina
orgénica, aminoacido ou éster de aminoacido, refere-se a incapacidade da
espécie quimica para induzir efeitos secundarios inaceitaveis nas condig6es
de tratamento do animal. De preferéncia, espécies quimicas "fisiologica-
mente toleraveis" nao produzem efeitos secundarios prejudiciais.

Como explicado acima, a presente invencao refere-se a um

metodo para modular o crescimento e/ou a metastase de tumores, de prefe-
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réncia tumores sélidos, usando um composto da presente invengéo. Con-
forme aqui usado, os termos "tumor" ou "crescimento tumoral" podem ser
usados intercambiavelmente, e referem-se a um crescimento anormal de
tecido resultante da multiplicagdo progressiva descontrolada de células e
nao tendo qualquer fungao fisiolégica. Um tumor solido pode ser maligno,
por exemplo tendendo a metastatizar e constituir uma ameacga de vida, ou
benigno. Exemplos de tumores sélidos que podem ser tratados de acordo
com um método da presente invengao incluem sarcomas e carcinomas tais
como, porém sem limitagcdo: fibrossarcoma, mixossarcoma, lipossarcoma,
condrossarcoma, linfoma, tal como linfoma nao-Hodgkin, sarcoma osteogé-
nico, cordoma, tumores esofagicos, angiossarcoma, osteossarcoma, endo-
teliossarcoma, linfangiossarcoma, linfangioendoteliossarcoma, sinovioma,
sarcoma sinovial, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiossarcoma, rabdomi-
ossarcoma, carcinoma de célon, cancer colorretal, cancer gastrico, cancer
pancreatico, cancer de mama tal como cancer de mama metastatico, cancer
de ovario, cancer de prdstata, carcinoma de células escamosas, carcinoma
de células basais, adenocarcinoma, adenocarcinoma de célon e reto, carci-
noma de glandulas sudoriparas, carcinoma de glandulas sebaceas, carci-
noma papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma
medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renais, hepatoma,
metastases de figado, carcinoma de duto biliar, coriocarcinoma, seminoma,
carcinoma embrionario, carcinoma tireoidiano tal como cancer tireoidiano
anaplastico, tumor tireoidiano medular, tumor de Wilm, céancer cervical, tu-
mor testicular, tumores pulmonares tais como carcinoma pulmonar nao-
microcelular, carcinoma pulmonar microcelular, carcinoma de bexiga, carci-
noma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craniofaringioma,
ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico, oligoden-
droglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma e retinoblastoma.

Além do mais, os tumores compreendendo alteragGes disprolife-
rativas (tais como metaplasias e displasias) podem ser tratados ou preveni-
dos com um composto ou um método da presente invengao em tecidos epi-

teliais tais como aqueles no cérvice, esdfago e pulmao. Assim sendo, a pre-
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sente invengao oferece o tratamento de condigdes que se sabe ou se sus-
peita precederem a evolugédo para neoplasia ou cancer, em particular, onde
tenha ocorrido o crescimento de células nao-neoplasticas consistindo em
hiperplasia, metaplasia ou, mais particularmente, displasia (para uma leitura
dessas condi¢gdes de crescimento anormal, veja Robbins e Angell, 1976,
Basic Pathology, 22 ed., W. B. Saunders Co., Filadélfia, pp. 68-79). Hiper-
plasia € uma forma de proliferagéo celular controlada envolvendo um au-
mento no numero de células em um tecido ou 6rgao, sem alteragéo signifi-
cativa na estrutura ou fungdo. Como um unico exemplo, hiperplasia endo-
metrial geralmente precede o cancer endometrial. Metaplasia é uma forma
de crescimento celular descontrolado no qual um tipo de célula adulta ou
completamente diferenciada substitui um outro tipo de célula adulta. A me-
taplasia pode ocorrer em células do tecido epitelial ou conjuntivo. A meta-
plasia atipica envolve um epitélio um tanto desordenadamente metaplastico.
A displasia frequentemente € um precursor de cancer, e é encontrado prin-
cipaimente nos epitélios; esta € a forma mais desordenada de crescimento
de células nao-neoplasticas, envolvendo uma perda na uniformidade celular
individual e na orientagdo arquitetural das células. As células diplasticas
geralmente possuem nucleos anormalmente grandes e fortemente coloridos,
e apresentam pleomorfismo. A displasia caracteristicamente ocorre onde
existe irritagcdo ou inflamagéo cronica, e normalmente é encontrada no cér-
vice, passagens respiratorias, cavidade oral e vesicula biliar. Para uma lei-
tura de tais distirbios, veja Fishman et al., 1985, Medicine, 2° ed., J. B. Li-
ppincott Co., Filadélfia.

Outros exemplos de tumores que sao benignos e podem ser
tratados com um composto ou um método da presente invencéo incluem
malformagdes arteriovenosas (AV), particularmente em sitios intracranianos
e mioleomas.

Os compostos da presente invencdo também sao uteis em mé-
todos para o tratamento de disturbios proliferativos vasculares nao-malignos
tais como degenerag@o macular, psoriase e restenose, e, em geral, no tra-

tamento de doencas inflamatérias caracterizadas por proliferagéo vascular.
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Tais doencas e disturbios estao descritos no documento WO 00/48606, aqui
incorporado em sua integridade a titulo de referéncia.

Composicoes farmacéuticas

A presente invencdao também se estende a uma composi¢cao
farmacéutica compreendendo um composto da presente invengao descrito
acima, e um veiculo farmaceuticamente aceitédvel para o mesmo. A expres-
sao "farmaceuticamente aceitavel" refere-se a entidades moleculares e
composi¢des que sao fisiologicamente toleraveis e de preferéncia tipica-
mente nao produzem reagoes alérgicas ou desagradaveis similares, tais
como indisposi¢ao, tonteira e outras, quando administradas a seres huma-
nos. De preferéncia, conforme aqui usado, o termo "farmaceuticamente
aceitavel" significa aprovado por um érgao regulador do governo federal ou
estadual ou incluido na Farmacopéia Norte-Americana ou outras farmaco-
péias geralmente aceitas para uso em animais, e mais particularmente em
seres humanos. O termo "veiculo" refere-se a um diluente, adjuvante, exci-
piente ou veiculo com o qual o composto € administrado. Esses veiculos
farmacéuticos podem ser liquidos estéreis, tais como agua e 6leos, incluin-
do aqueles de origem petroleira, animal, vegetal ou sintética, tais como éleo
de amendoim, déleo de soja, 6leo mineral, 6leo de gergelim, alcoois, por
exemplo etanol, propanol, polietileno glicol, propileno glicol, sorbitol, gliceri-
na etc.,, Cremophor e outros, incluindo misturas dos mesmos. Solugdes
aquosas ou solugdes salinas aquosas e solugdes aquosas de dextrose e
glicerol sdo de preferéncia empregadas como veiculos, particularmente para
solugdes injetaveis. Veiculos farmacéuticos adequados estdo descritos em
*Remington’s Pharmaceutical Sciences" por E. W. Martin.

Uma composigao farmacéutica da presente invengao pode ser
formulada para administragdo por injegdo, ou para administragcao oral, pul-
monar, nasal, transdérmica, ocular ou outras formas de administragdo. Em
geral, a presente invengcao compreende composicdes farmacéuticas com-
preendendo quantidades eficazes de um composto da presente invengéao
junto com, por exemplo, diluentes, preservativos, solubilizantes, emulsifi-

cantes, adjuvantes e/ou outros veiculos farmaceuticamente aceitaveis. Tais



10

15

20

25

30

27

composigdes incluem diluentes com varios teores de tampao (por exemplo,
TRIS ou outras aminas, carbonatos, fosfatos, aminodacidos, por exemplo clo-
ridrato de glicinamida (especialmente na faixa de pH fisiolégico), N-
glicilglicina, fosfato de sédio ou potassio (dibasico, tribasico) etc. ou TRIS-
HCI ou acetato), pH e resisténcia i6nica; aditivos tais como detergentes e
agentes solubilizantes (por exemplo, tensoativos tais como Pluronics, Twe-
en 20, Tween 80 (Polisorbato 80), Cremophor, polidis tais como polietileno
glicol, propileno glicol etc.), antioxidantes (por exemplo acido ascoérbico,
metabissulfito de sédio), preservativos (por exemplo Thimersol, alcool ben-
zilico, parabenos etc.) e substancias de encorpamento (por exemplo aguca-
res tais como sacarose, lactose, manitol, polimeros tais como polivinilpirroli-
donas ou dextrana etc.) e/ou incorporagdo do material em preparagdes par-
ticuladas de compostos poliméricos tais como acido polilactico, acido poli-
glicélico etc. ou em lipossomas. Acido hialurénico também pode ser usado.
Tais composi¢oes podem ser empregadas para afetar o estado fisico, a es-
tabilidade, a taxa de liberagéo in vivo e a taxa de depuragéo in vivo de um
composto da presente invencao. Veja, por exemplo, Remington’s Pharma-
ceutical Sciences, 18? Ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton, PA 18042)
paginas 1435-1712, que esta aqui incorporado a titulo de referéncia. As
composigdes podem ser preparadas, por exemplo, na forma liquida, ou po-
dem estar na forma de pé seco, tal como a forma liofilizada. Métodos parti-
culares de administragao dessas composi¢oes estao descritos abaixo.

O ajuste do pH pode ser feito da maneira desejada. E preferido,
por exemplo, aumentar a solubilidade dos compostos da presente invengao
para ajustar o pH das composi¢cées farmacéuticas compreendendo esses
compostos a um pH maior que 7, mais preferivelmente um pH maior que 8
(tal como um pH de cerca de 8,5).

Para sais da pré-droga CA4P tais como os de férmula | da pre-
sente invencao, a formac¢ao da matriz ativa (CA4) ocorre a um pH mais bai-
xo. Os presentes inventores descobriram que a adicdo de um agente tam-
ponante/de ajuste de pH impede a queda do pH durante o congelamento,

dessa forma proporcionando uma formulacao liofilica mais estavel. Foi ainda
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surpreendentemente descoberto que, para formulagdes liofilicas de sais da
pro-droga CA4P tais como os da férmula | da presente invengéo, ajuste do
pH empregando hidréxido de sédio como o agente de ajuste de pH pode
resultar na formag¢@o da matriz ativa (cis) CA4 (que € infimamente sollvel
em agua e pode formar particulados indesejaveis em uma solu¢ao aquosa),
e que o uso de um agente de ajuste de pH diferente de hidréxido de sédio
pode diminuir a formacao de CA4. O uso de TRIS como agente de ajuste de
pH e tampao, por exemplo, diminui a formagao da matriz ativa (cis) CA4 em
relag@o ao uso de hidréxido de sédio para ajuste de pH, e portanto é parti-
cularmente preferido para uso nas composi¢oes da presente invengédo. Por
exemplo, foram observados compostos da férmula | onde Q é TRIS ou histi-
dina de modo que lidfilos preparados usando NaOH como agente de ajuste
de pH mostraram hidrélise da matriz cis-CA4 mediante armazenamento ao
passo que ajuste do pH usando um agente tamponante adequado diferente
de NaOH, por exemplo TRIS, diminuiu a formagao da matriz insoldvel. Um
outro aspecto da presente invengéo refere-se portanto a composigoes liofili-
cas farmacéuticas (de preferéncia preparadas de solugdes com pH ajusta-
do) compreendendo um composto da presente invengao e um agente de
ajuste de pH diferente de hidréxido de sédio, de preferéncia compreendendo
uma base organica tal como um aminodcido ou uma amina organica, espe-
cialmente TRIS, como agente de ajuste de pH. Assim, embora o uso de hi-
dréxido de sédio incluido nas composicoes liofilicas da presente invengao,
tal uso é menos preferido, por exemplo, para composi¢oes farmacéuticas a
serem administradas por via intravenosa onde a formagao de sdlidos é in-
desejavel.

Também podem ser preparadas composi¢oes farmacéuticas, por
exemplo solugdes (especialmente solugdes aquosas, por exemplo, a con-
centragdes de 15 mg/ml, 30 mg/ml e 60 mg/ml), compreendendo um com-
posto da presente invencao e um agente de ajuste de pH que inclui hidroxi-
do de sédio, de preferéncia compreendendo uma base organica tal como
um aminoacido tal como arginina, glicina, ou uma amina organica, por

exemplo etanolamina, especialmente TRIS, como o agente de ajuste de pH.
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A estabilidade da solugédo aquosa aumenta quando o pH da formulagao au-
menta de pH 9,0 para pH 10,5. A estabilidade da solugao também é melhor
a resisténcias idnicas mais altas. Por exemplo, a formulagdo de uma solu-
¢ao com NaOH como o agente de ajuste de pH a um pH igual a 10 pode
indicar estabilidade comparavel a da formulagéo liofilizada preparada com
TRIS como o agente tamponante a um pH igual a 8,5.

Protecéo contra luz é de preferéncia empregada para as com-
posig¢oes farmacéuticas da presente invengao.

Métodos para modular o crescimento tumoral ou a metastase

Combretastatina € um agente antimitético muito potente deriva-
do da madeira externa de Combretum caffrum e apresenta potente toxicida-
de contra uma ampla variedade de linhagens celulares de cancer humano.
Conseqlentemente, a administragdo de um composto ou composigao far-
macéutica da presente invengdo a um individuo pode reduzir o crescimento
tumoral e/ou a metastase no individuo ou, alternativamente, se o individuo
nao tiver metastase ou crescimento tumoral detectavel, vai prevenir contra
metastase e/ou crescimento tumoral. Naturalmente, um composto da pre-
sente invengao pode ser administrado isolado ou com um veiculo farmaceu-
ticamente aceitavel.

Por conseguinte, a presente invencao refere-se a métodos para
modular o crescimento tumoral ou a metastase, o qual compreende, inter
alia, a administragcdo de uma quantidade eficaz de um sal de mono- ou dia-
mina organica da pré-droga fosfato de combretastatina A-4 da presente in-
vengao que regenera rapidamente a combretastatina A-4 in vivo. Como ex-
plicado acima, a expressao "quantidade eficaz", como aqui usada, refere-se
a quantidade do composto da presente invengdo administrada a um indivi-
duo que seja suficiente para modular o crescimento tumoral ou a metastase,
tal como para diminuir o crescimento tumoral e a metastase em um animal
ou, alternativamente, para impedir a formacao de crescimento tumoral em
um animal que nao apresentava qualquer formagéo tumoral antes da admi-
nistragdo. O versado na técnica pode determinar facilmente a quantidade

eficaz de um composto da presente invengao a ser administrada, por exem-
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plo, usando técnicas de rotina.

Além disso, numerosos meios de administragdo de um composto
da presente invengao possuem aplicacbes em um método da presente in-
vencao. Em particular, um composto ou composicao farmacéutica da pre-
sente invengéo pode ser introduzido por via parenteral, transmucosa, por
exemplo oral, nasal ou retal, ou transdérmica. De preferéncia, a administra-
cdo é parenteral, por exemplo por inje¢ao intravenosa, e também inclui, po-
rém sem limitagao, administragao intra-arterial, intramuscular, intradérmica,
subcutanea, intraperitoneal, intraventricular e intracraniana. O composto ou
a composicao farmacéutica pode, por exemplo, ser introduzida por inje¢cao
no(s) tumor(es) sendo tratado(s) ou nos tecidos que envolvem o(s) tu-
mor(es). "Intensificador da penetragcao mucosa" refere-se a um reagente que
aumenta a taxa ou facilidade de penetragao transmucosa de um composto
da presente invengao tal como, porém sem limitagdo, um sal biliar, acido
graxo, tensoativo ou alcool. Em modalidades especificas, o intensificador de
permeacao pode ser colato de sédio, dodecil sulfato de sédio, desoxicolato
de sédio, taurodesoxicolato, glicocolato de sédio, dimetil sulféxido ou etanol.
Intensificadores de penetracdo adequados também incluem &cido glicirreti-
nico (Patente US N° 5.112.804 concedida a Kowarski) e polisorbato 80, este
ultimo de preferéncia combinado com um tensoativo nao-iénico tal como
nonoxinol-9, laureth-9, poloxamero-124, octoxinol-9 ou lauramida-DEA (pa-
tente européia EP 0 242 643 B1 de Stoltz).

Em uma outra modalidade, de acordo com um método da pre-
sente invengdo, um composto ou composicao farmacéutica da presente in-
vencao pode ser distribuido em uma vesicula, em particular um lipossoma
[veja Langer, Science 249: 1527-1533 (1990); Treat et al., in Liposomes in
the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein e Fidler
(eds.), Liss: New York, pp. 353-365 (1989); Lopez-Berestein, ibid, pp. 317-
327; veja ibid em geral.].

Em ainda uma outra modalidade, tal composto ou composigao
farmacéutica pode ser distribuido em um sistema de liberagdo controlada,

tal como usando uma infusao intravenosa, um bomba osmética implantavel,
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um emplastro transdérmico, lipossomas ou outros modos de administrag&o.
Em uma modalidade particular, pode-se usar uma bomba [veja Langer, su-
pra; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201 (1987); Buchwald et al.,
Surgery 88:507 (1980); Saudek et al., N. Engl. J. Med. 321:574 (1989)]. Em
uma outra modalidade, pode-se usar materiais poliméricos [veja Medical
Applications of Controlled Release, Langer e Wise (eds.), CRC Press: Boca
Raton, Flérida (1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design
and Performance, Smolen e Ball (eds.), Wiley: New York (1984); Ranger e
Peppas, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61 (1983); veja tam-
bém Levy et al., Science 228:190 (1985); During et al., Ann. Neurol. 25:351
(1989); Howard et al., J. Neurosurg. 71:105 (1989)]. Em ainda uma outra
modalidade, um sistema de liberagao controlada pode ser colocado préximo
aos tecidos alvo do individuo, dessa forma requerendo somente uma fragao
da dose sistémica [veja, por exemplo, Goodson, in Medical Applications of
Controlled Release, supra, vol. 2, pp. 115-138 (1984)]. De preferéncia, um
dispositivo de liberagao controlada é introduzido em um animal préximo ao
sitio de ativagao imunoldgica inadequada ou de um tumor. Outros sistemas
de liberacao controlada estao discutidos na revisao feita por Langer [Scien-
ce 249:1527-1533 (1990)].
Administracdo parenteral

Como explicado acima, um composto ou composigao farmacéu-
tica da presente invencdo pode ser administrado por via parenteral a um
individuo, e dessa forma evitar a administragao pelo trato gastrointestinal do
individuo. Técnicas particulares de administragcao parenteral tendo aplica-
¢Oes nesta invencdo incluem, porém certamente sem limitagdo, injecdes
intravenosas (bolo ou infuséo), injecdes intraperitoneais, inje¢des subcuta-
neas, injegdes intramusculares ou cateterizagdes, para mencionar apenas
algumas. Composicbes exemplificativas para administragdao parenteral in-
cluem solugdes ou suspensodes injetaveis que podem conter, por exemplo,
diluentes ou solventes atéxicos adequados, parenteralmente aceitaveis, tais
como manitol, 1,3-butanodiol, agua, sistemas aquosos tamponados, solugao

de Ringer, uma solucdo isoténica de cloreto de sédio, ou outros agentes
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dispersantes ou umectantes e agentes de suspensao adequados, que inclu-
em mono- ou diglicerideos sintéticos, e acidos graxos que incluem acido
oléico, alcoois e/ou Cremophor. O ajuste do pH pode ser feito da maneira
desejada.

Distribuicao nasal

A distribuigdo nasal ou transmucosa de um composto ou com-
posi¢ao farmacéutica da presente invengao também é contemplada. A dis-
tribuicdo nasal permite a passagem de tal composto diretamente para a cor-
rente sanglinea apds a administragcdo de uma quantidade eficaz do com-
posto ao nariz, sem necessidade de deposigao do produto no pulmao. As
formulagbes para distribuicao nasal incluem aquelas com dextrana ou ciclo-
dextrina, bem como outros polimeros tais como polivinilpirrolidonas, metil
celulose ou outras celuloses.

Para administragao nasal, um dispositivo Util € um frasco rigido
e pequeno ao qual esta conectado um pulverizador de dose regulada. Em
uma modalidade, a dose regulada é distribuida introduzindo-se um com-
posto ou composicao farmacéutica da presente invengao em uma camara de
volume definido, que tem uma abertura dimensionada para aerosolizar uma
formulagédo aerosol formando um spray quando o liquido na camara é com-
primido. A camara é comprimida para administrar o composto ou composi-
cao farmacéutica. Em uma modalidade especifica, a camara é um sistema
de émbolo. Tais dispositivos encontram-se comercialmente disponiveis.

Alternativamente, pode-se usar um frasco plastico compressivel
tendo uma abertura dimensionada para aerosolizar uma formulagcao aerosol.
A aerosolizagdo ocorre quando o frasco é comprimido. A abertura normal-
mente fica situada na parte superior do frasco, e a parte superior geral-
mente é afunilada para se ajustar parcialmente as fossas nasais para admi-
nistragédo eficiente da formulagdo aerosol. De preferéncia, o inalador nasal
vai oferecer uma quantidade regulada da formulagao aerosol para adminis-
tracdo de uma dose regulada de um composto ou composi¢ao farmacéutica
da presente invengao.

Para distribuicdao transmucosa, também é contemplado o uso de
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intensificadores de permeacgao.

Distribuicao pulmonar

Esta invengao também contempla a distribuicao pulmonar de um
composto ou composicao farmacéutica da presente invengado. Um composto
ou composigao farmacéutica da presente invengéo pode ser distribuido aos
pulmoes de um mamifero enquanto & inalado e atravessa o revestimento
epitelial do pulméo para atingir a corrente sanglinea. Outros relatérios so-
bre isto incluem Adjei et al. [Pharmaceutical Research, 7:565-569 (1990);
Adjei et al., International Journal of Pharmaceutics, 63:135-144 (1990)
(acetato de leuprolida); Braquet et al., Journal of Cardiovascular Pharmaco-
logy, 13 (supl. 5):143-146 (1989) (endotelina-1); Hubbard et al., Annals of
Internal Medicine, vol. lll, pp. 206-212 (1989) (a1-antitripsina); Smith et al.,
J. Clin. Invest. 84:1145-1146 (1989) (o-1-proteinase); Oswein et al., "Aero-
solization of Proteins", Proceedings of Symposium on Respiratory Drug Deli-
very I, Keystone, Colorado, March, (1990) (horménio de crescimento huma-
no recombinante); Debs et al., J. Immunol. 140:3482-3488 (1988) (interfe-
ron-y e fator alfa de necrose tumoral), Platz et al., Patente US N° 5.284.656
(fator estimulante de colénia de granuldcitos)]. Um método e uma composi-
cao para distribuicao pulmonar de drogas para efeito sistémico estdo des-
critos na Patente US N° 5.451.569, concedida em 19 de setembro de 1995 a
Wong et al.

Também contemplada para uso na pratica desta invencao en-
contra-se uma ampla gama de dispositivos mecanicos desenhados para
distribuicao pulmonar de produtos terapéuticos que incluem, porém sem li-
mitagéo, nebulizadores, inaladores de dose regulada e inaladores de pd,
todos familiares para os versados na técnica. Quanto a construgao do dis-
positivo de distribuicdo, qualquer forma de aerosolizagao conhecida na lite-
ratura, que inclui, porém sem limitacao, frascos spray, nebulizagao, atomi-
zagdo ou aerosolizagao por bomba de uma formulagao liquida, e aerosoli-
zacao de uma formulagéo em pé seco, pode ser usada na pratica da inven-
cao.

Alguns exemplos especificos de dispositivos comercialmente
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disponiveis adequados para a pratica desta invengao séo o nebulizador UI-
travent, fabricado por Mallinckrodt, Inc., St. Louis, Missouri; o nebulizador
Acorn Il, fabricado por Marquest Medical Products, Englewood, Colorado; o
inalador de dose regulada Ventolin, fabricado por Glaxo Inc., Research Tri-
angle Park, Carolina do Norte; e o inalador de pé Spinhaler, fabricado por
Fisons Corp., Bedford, Massachusetts.

Todos esses dispositivos requerem o uso de formulagcoes ade-
quadas para a distribuicdo de uma composicdo farmacéutica da presente
invencao. Tipicamente, cada formulagao é especifica para o tipo de disposi-
tivo empregado e pode envolver o uso de um material propelente apropria-
do, além dos diluentes, adjuvantes e/ou outros veiculos usuais Uteis em te-
rapia. Também é contemplado o uso de lipossomas, microcapsulas ou mi-
croesferas, complexos de inclusao ou outros tipos de veiculos. A composi-
cdo farmacéutica quimicamente modificada da presente invencao também
pode ser preparada em diferentes formulagées dependendo do tipo de mo-
dificagcado quimica ou do tipo de dispositivo empregado.

As formulagOes adequadas para uso com um nebulizador, seja a
jato ou ultra-sénico, tipicamente vao compreender um composto ou compo-
sicao farmacéutica da presente invengao dissolvido em agua a uma con-
centragdo de cerca de 0,1 a 25 mg de ingredientes biologicamente ativos
por ml de solugdo. A formulagdo também pode incluir um tampéo e um agu-
car simples (por exemplo, para estabiliza¢ao e regulagao da pressao osmo-
tica de uma composigcao farmacéutica da presente invengao). A formulagéo
para nebulizador também pode conter um tensoativo para reduzir ou impedir
a agregacao superficial induzida de um composto ou composi¢ao farmacéu-
tica da presente invencao causada pela atomiza¢do da solugédo na formagao
do aerosol.

As formulagdes para uso com um dispositivo inalador de dose
regulada em geral vai compreender, por exemplo, um pé finamente dividido
contendo um composto ou composicao farmacéutica da presente invengéo
suspensdo em um propelente com a ajuda de um tensoativo. O propelente

pode ser qualquer material adequado empregado para tal, tal como um clo-
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rofluorocarbono, um hidroclorofluorocarbono, um hidrofluorocarbono ou um
hidrocarboneto, incluindo triclorofluormetano, diclorodifluormetano, dicloro-
tetrafluoretanol e 1,1,1,2-tetrafluoretano, ou combinagcdes dos mesmos.
Tensoativos adequados incluem trioleato de sorbitan e lecitina de soja. Aci-
do oléico também pode ser util como tensoativo.

As formulagdes aerosdis liquidas contém um composto ou com-
posicao farmacéutica da presente invengao e um agente dispersante em um
diluente fisiologicamente aceitavel. As formulagdes aeroséis em pd seco da
presente invencao podem conter uma forma soélida finamente dividida de um
composto ou composigao farmacéutica da presente invencao e um agente
dispersante. Seja com a formulagao aerosol liquida ou em pé seco, a for-
mulagdo deve ser aerosolizada. Isto é, ela deve ser decomposta em parti-
culas liquidas ou sdlidas para assegurar que aerosolizada vai realmente
atingir as membranas mucosas das fossas nasais ou do pulmao. O termo
"particula aerosol" € usado neste relatério para descrever a particula liquida
ou sdlida adequada para administragdo nasal ou pulmonar, isto &, aquela
vai alcangar as membranas mucosas. Outras consideragbes incluem a
construgdo do dispositivo de distribuigdo, componentes adicionais na for-
mulagao e caracteristicas da particula. Estes aspectos da administragao
nasal ou pulmonar de uma droga sdo bastante conhecidos na literatura, e a
manipulacdo de formulagbes, meios de aerosolizagao e construgdo de um
dispositivo de distribuigdo podem ser facilmente identificados pelo versado
na técnica.

Em uma modalidade particular, o diametro dindmico médio de
massa serd de 5 micrdmetros ou menos para garantir que as particulas da
droga vao alcancar os alvéolos pulmonares (Wearley, L. L., 1991, 1991,
Crit. Rev. in Ther. Drug Carrier Systems 8:333).

Como mencionado acima, em um aspecto particular da inven-
cao, o dispositivo para aerosolizacao é um inalador de dose regulada. Um
inalador de dose regulada fornece uma dosagem especifica quando admi-
nistrada, ao invés de uma dose varidvel que depende da administracao.

Este inalador de dose regulada pode ser usado com uma formulacao aero-
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sol liquida ou uma formulagao aerosol em pé seco. Inaladores de dose re-
gulada sao bastante conhecidos na literatura.

Geralmente, a aerosolizagao de uma formulagao liquida ou em
pé seco para inalagdo no pulméo vai requerer um propelente. O propelente
pode ser qualquer propelente geralmente usado na técnica. Exemplos nao-
limitativos especificos desses propelentes uteis sdo um clorofluorocarbono,
um hidrofluorocarbono, um hidroclorofluorocarbono ou um hidrocarboneto,
incluindo trifluorometano, diclorodifluorometano, diclorotetrafluoroetanol e
1,1,1,2-tetrafluoroetano, ou combinagdes dos mesmos.

Sistemas de distribuicdo de aerosol, tais como o inalador pres-
surizado de dose regulada e o inalador de p6 seco, foram descritos por
Newman, S. P., Aerosols and the Lung, Clarke, S. W. e Davia, D. editors,
pp. 197-22, e podem ser usados junto com a presente invengao.
Formulag¢des aerosdis liquidas

A presente invengéao fornece formulacdes aerosdis liquidas e
formas de apresentagdo de um composto ou composicao farmacéutica da
presente invengdo. Em geral, estas formas de apresentagdo contém um
composto ou composicao farmacéutica da presente invengdo em um dilu-
ente farmaceuticamente aceitavel. Diluentes farmaceuticamente aceitaveis
incluem, porém sem limitacdo, agua estéril, solugao salina, solugéo salina
tamponada, solugdo em dextrose e outras. Em uma modalidade especifica,
um diluente que pode ser usado na presente invencdo ou na formulacao
farmacéutica da presente invengéo é a solugao salina tamponada com fos-
fato, ou um solugao salina tamponada geralmente com um faixa de pH entre
7,0 e 8,0, ou agua.

A formulagao aerosol liquida da presente invengao pode incluir,
como ingredientes opcionais, veiculos, diluentes, agentes solubilizantes ou
emulsificantes, tensoativos e excipientes farmaceuticamente aceitaveis.

As formulagdes da presente modalidade também podem incluir
outros agentes Uteis para manutencao do pH, estabilizagcao da solugao ou
para a regulacao da pressao osmoética. Exemplos dos agentes incluem, po-

rém sem limitagcao, sais tais como cloreto de sddio ou cloreto de potéssio, e
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carboidratos tais como glicose, galactose ou manose e outros.

Formulacdes aerosdis em pd seco

Também é contemplado que a presente formulagao aerosol
pode ser preparada como uma formulagdo em pé seco compreendendo uma
forma de p6 finamente dividido de um composto ou composi¢ao farmacéuti-
ca da presente inveng¢ao e um dispersante.

As formulagbes a serem distribuidas de um dispositivo de inala-
¢ao de p6 podem compreender um pé seco finamente dividido contendo um
composto ou uma composigao farmacéutica da presente invengao, e tam-
bém podem incluir um agente de encorpamento tal como lactose, sorbitol,
sacarose ou manitol em quantidades que facilitam a dispersdo do pé do dis-
positivo, por exemplo, 50 a 90% em peso da formulagdo. Um composto ou
composic¢ao farmacéutica da presente invengdo podem ser mais vantajosa-
mente preparados na forma de particulado com um tamanho de particula
médio inferior 10 microns, mais preferivelmente 0,5 a 5 microns, para uma
distribuicdo mais eficaz no pulmao distal.

Em uma outra modalidade, a formulagao em pé seco pode com-
preender um pé seco finamente dividido contendo um composto ou compo-
sicdo farmacéutica da presente invengdo, um agente dispersante e também
um agente de encorpamento. Agentes de encorpamento uteis com a pre-
sente formulagcao incluem agentes tais como lactose, sorbitol, sacarose ou
manitol, em quantidades que facilitem a dispersao do pé do dispositivo.
Administracao transdérmica

Varios e numerosos métodos s2o conhecidos na literatura para
a administragao transdérmica de uma droga, por exemplo, por meio de um
emplastro transdérmico. Emplastros transdérmicos estdo descritos, por

exemplo, na Patente US N° 5.407.713, concedida em 18 de abril de 1995 a
Rolando et al.; Patente US N° 5.352.456, concedida em 4 de outubro de
1994 a Fallon et al.; Patente US N° 5.332.213, concedida em 9 de agosto de
1994 a D’Angelo et al.; Patente US N° 5.336.168, concedida em 9 de agosto
de 1994 a Sibalis; Patente US N° 5.290.561, concedida em 1 de margo de
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1994 a Farhadieh et al.; Patente US N° 5.254.346, concedida em 19 de ou-
tubro de 1993 a Tucker et al.; Patente US N° 5.164.189, concedida em 17
de novembro de 1992 a Berger et al.; Patente US N° 5.163.899, concedida
em 17 de novembro de 1992 a Sibalis; Patente US N° 5.088.977 e

5.087.240, ambas concedidas em 18 de fevereiro de 1992 a Sibalis; Patente

US N° 5.008.110, concedida em 16 de abril de 1991 a Benecke et al.; e Pa-
tente US N° 4.921.475, concedida em 1 de maio de 1990 a Sibalis, todos os

relatérios aqui incorporados em sua integridade a titulo de referéncia.

Sera facilmente observado que uma via de administragdo trans-
dérmica pode ser melhorada pelo uso de um intensificador de penetragéo
dérmica, por exemplo, tais como os intensificadores descritos na Patente US
N° 5.164.189 (supra), Patente US N° 5.008.110 (supra) e Patente US N°
4.879.119, concedida em 7 de novembro de 1989 a Aruga et al., cujo relaté-
rio esta aqui incorporado em sua integridade a titulo de referéncia.

Além disso, um composto ou composicao farmacéutica da pre-
sente invenc¢ao pode ser administrado por via topica. Por exemplo, um com-
posto pode ser misturado com um veiculo de pomada formando uma com-
posicdo que pode ser esfregada sobre a pele. Alternativamente, um com-
posto da presente invencao pode ser dissolvido em um solvente que se
sabe permear a pele. Um exemplo particular de tal solvente é dimetil sulf6-
xido (DMSO). Formulagdes em gel também sao contempladas.

Distribuicdo oral

Contempladas para uso nesta invengao sao as formas de apre-
sentacdo sodlidas orais, que estdo descritas em linhas gerais em Remin-
gton’s Pharmaceutical Sciences, 18% Ed. 1990 (Mack Publishing Co., Eas-
ton, PA 18042), capitulo 89, que esta aqui incorporado a titulo de referéncia.
Formas de apresentagdo sélidas incluem, por exemplo, comprimidos, pilu-
las, trociscos ou pastilhas, cdpsulas ou péletes. Também, encapsulagéo
lipossomal ou proteindide podem ser usadas para formular um composto ou
composigao farmacéutica da presente invengao (como, por exemplo, as mi-

croesferas proteindides descritas na Patente US N° 4.925.673). Encapsula-
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cao lipossomal pode ser usada e os lipossomas podem ser derivatizados
com varios polimeros (por exemplo, Patente US N° 5.013.556). Uma descri-

cdo de formas de apresentacao sdlidas possiveis para uso terapéutico foi
dada por Marshall, K. in: Modern Pharmaceutics editado por G. S. Banker e
C. T. Rhodes, capitulo 10, 1979, aqui incorporado a titulo de referéncia. A
formulacao pode incluir um composto ou composigéo farmacéutica da pre-
sente invengao e ingredientes inertes que permitém prote¢ao contra o ambi-
ente estomacal e a liberagao do material biologicamente ativo no intestino.

Também sao especificamente contempladas as formas de apre-
sentagdo orais de um composto da presente invencao, onde o composto
pode ser quimicamente modificado para que a distribuicao oral do derivado
seja eficaz. Em geral, a modificagdo quimica contemplada é a ligagao de
pelo menos uma porgdo a molécula componente, onde a porgao permite (a)
inibicdo de protedlise; e (b) absor¢do na corrente sangliinea do estdmago
ou intestino. O aumento da estabilidade geral de um composto da presente
invengdo e o aumento do tempo de circulagéo no corpo também s&o dese-
jados. Exemplos dessas porgdes incluem: polietileno glicol, copolimeros de
etileno glicol e propileno glicol, carboximetil celulose, dextrana, alcool poli-
vinilico, polivinil pirrolidona e poliprolina. Abuchowski e Davis, 1981, "So-
fuble Polymer-Enzyme Adducts" in: Enzymes as Drugs, Hocenberg e Ro-
berts, eds., Wiley-Interscience, New York, NY, pp. 367-383; Newmalrk et al.,
1982, J. Appl. Biochem. 4:185-189. QOutros polimeros que poderiam ser usa-
dos s@o poli-1,3-dioxolana e poli-1,3,6-tioxocana. Preferidos para uso far-
macéutico, como indicado acima, sao porgcoes do tipo polietileno glicol.

Para um composto da presente invencado, o local de liberagao
pode ser o estdmago, o intestino delgado (o duodeno, o jejuno ou o ileo) ou
o intestino grosso. O versado na técnica pode preparar formulacdes que
nao vao dissolver no estbmago, mas vao liberar um composto da presente
invengéo no duodeno ou em alguma parte do intestino. De preferéncia, a
liberagéo vai evitar efeitos prejudiciais sobre o ambiente estomacal, seja por
protecdo do composto ou por liberagéo do material biologicamente ativo fora

do ambiente estomacal, tal como no intestino.



10

15

20

25

30

40

Para assegurar plena resisténcia gastrica, é essencial um re-
vestimento impermeavel a pH de pelo menos 5,0. Exemplos dos ingredien-
tes inertes mais comuns que s@o usados como revestimentos entéricos sao
trimelitato de acetato de celulose (CAT), ftalato de hidroxipropilmetilcelulose
(HPMCP), HPMCP 50, HPMCP 55, ftalato de acetato de polivinila (PVAP),
Eudragit L30D, Aquateric, ftalato de acetato de celulose (CAP), Eudragit L,
Eudragit S e Shellac. Estes revestimentos podem ser usados como filmes
mistos.

Também pode-se usar sobre os comprimidos um revestimento
ou mistura de revestimentos, que nao se destina a protegao contra o esté-
mago. Isto pode incluir revestimentos de agucar ou revestimentos que faci-
litam a degluticao do comprimido. As capsulas podem consistir em um invo-
lucro duro (tal como gelatina) para distribuicao de terapéutico seco, isto é,
po; para formas liquidas, pode-se usar um invélucro de gelatina mole. O
material de invélucro das cépsulas pode ser amido espesso ou outro papel
comestivel. Para pilulas, pastilhas, comprimidos modelados ou pilulas tritu-
radas pode-se usar técnicas de aglomeracao por via Umida.

Um composto da presente invencao pode, por exemplo, ser in-
cluido na formulagao como multiparticulados finos na forma de granulos ou
péletes de tamanho de particula de cerca de 1 mm. A formulagao do materi-
al para administragdo de capsula também pode estar na forma de p6, tam-
poes levemente prensados ou mesmo como comprimidos. Também, um
composto ou composigéo farmacéutica da presente invencgao pode ser pre-
parado por compressao.

Colorantes e agentes flavorizantes também podem ser incluidos.
Por exemplo, o composto pode ser formulado (tal como por encapsulagéo
em lipossomas ou microesferas) e em seguida ser ainda colocado em um
produto comestivel, tal como um refrigerante contendo colorantes e agentes
flavorizantes.

Pode-se diluir ou aumentar o volume de um composto da pre-
sente invengéo ou de uma composigao farmacéutica com um material inerte.

Estes diluentes podem incluir carboidratos, especialmente manitol, a-
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lactose, lactose anidra, celulose, sacarose, dextranas modificadas e amido.
Certos sais inorganicos também podem ser usados como cargas que inclu-
em trifosfato de calcio, carbonato de magnésio e cloreto de sédio. Alguns
diluentes comercialmente disponiveis sao Fast-Flo, Emdex, STA-Rx 1500,
Emcompress e Avicell.

Desintegrantes podem ser incluidos na formulacdo de uma
composicdo farmacéutica da presente invengdo em uma forma de apresen-
tacédo sdlida. Os materiais usados como desintegrantes incluem, porém sem
limitagdo, amido, inclusive o desintegrante comercial a base de amido, Ex-
plotab. Glicolato de amido sddico, Amberlite, carboximetilcelulose sédica,
ultramilopectina, alginato de sédio, gelatina, casca de laranja, carboximetil
celulose acida, esponja natural e bentonita podem ser usados. Uma outra
forma dos desintegrantes sao as resinas de troca catidnica insoluveis. Go-
mas em p6 podem ser usadas como desintegrantes e como aglutinantes e
estas podem incluir gomas em pé tais como 4gar, caraia ou tragacanto. Aci-
do alginico e seu sal sodico também sao Uteis como desintegrantes.

Aglutinantes podem ser usados para manter um composto ou
composi¢ao farmacéutica da presente invengao unido para formar um com-
primido duro e incluem materiais de produtos naturais tais como acacia, tra-
gacanto, amido e gelatina. Outros incluem metil celulose (MC), etil celulose
(EC) e carboximetil celulose (CMC). Polivinil pirrolidona (PVP) e hidroxipro-
pilmetil celulose (HPMC) podem ambas ser usadas em solugdes alcodlicas
para granular o terapéutico.

Um agente antiatrito pode ser incluido na formulagdo de uma
composigdo farmacéutica da presente invencao para impedir aderéncia du-
rante o processo de formulagdo. Lubrificantes podem ser usados como uma
camada entre o terapéutico e a parede da forma, e estes podem incluir, po-
rém sem limitacdo, 4cido estearico incluindo seus sais de magnésio e de
calcio, politetrafluoretileno (PTFE), parafina liquida, leos e ceras vegetais.
Também podem ser usados lubrificantes sollveis tais como lauril sulfato de
sodio, lauril sulfato de magnésio, polietileno glicol de varios pesos molecula-
res, Carbowax 4000 e 6000.
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Agentes deslizantes que poderiam melhorar as propriedades de
fluxo de um composto da presente invengao durante a formulagéo e ajudar o
rearranjo durante a compressao podem ser adicionados. Os deslizantes po-
dem incluir amido, talco, silica pirogénica e silicoaluminato hidratado.

Aditivos que melhoram potencialmente a absor¢cao de um com-
posto da presente invengao administrado por via oral sao, por exemplo, os
acidos graxos acido oléico, acido linoléico e acido linolénico.

Formulagéo oral de liberagao controlada pode ser desejavel. A
droga pode ser incorporada em uma matriz inerte que permite a liberagao
por mecanismos de difusdo ou lixiviagdo, por exemplo, gomas. Matrizes de
degeneracéao lenta também podem ser incorporadas na formulagao. Alguns
revestimentos entérico também possuem um efeito de liberagao retardada.

Uma outra forma de liberagdo controlada de um composto da
presente invencédo é por um método a base do sistema terapéutico Oros
(Alza Corp.), isto é, a droga é encerrada em uma membrana semipermeavel
que permite que a agua entre e empurre a droga para fora através de uma
unica abertura pequena devido a efeitos osméticos.

Outros revestimentos podem ser usados para a formulagao.
Estes incluem uma variedade de aglcares que poderiam ser aplicados em
uma panela de revestimento. Um composto da presente invengao também
poderia ser administrado como um comprimido revestido com uma pelicula e
os materiais usados neste caso podem ser, por exemplo, divididos em 2
grupos. O primeiro € o dos materiais nao entéricos e incluem metil celulose,
etil celulose, hidroxietil celulose, metilhidroxietil celulose, hidroxipropil celu-
lose, hidroxipropilmetil celulose, carboximetil celulose sédica, povidona e os
polietileno glicéis. O segundo grupo inclui os materiais entéricos que nor-
malmente sao ésteres de &cido ftélico.

Uma mistura de materiais deve ser usada para proporcionar o
revestimento de pelicula ideal. O revestimento com pelicula pode ser feito
em uma panela para revestimento ou em um leito fluidificado ou por com-

pressao.
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Métodos de preparagdo
Os compostos da férmula | descritos acima podem ser prepara-

dos por qualquer método adequado, por exemplo, por contato do composto
Q desejado (especificamente amina orgéanica, aminoacido ou éster de ami-
noacido) com o acido livre do fosfato de combretastatina A-4 ("acido livre de

CA4P") que tem a estrutura:

HsCO 0
0 CH3 o/k’—OH
OH

OCH3

em quantidades relativas suficientes para obter um sal de mono- ou diamina
organica, um sal de mono- ou diaminoacido ou um sal de éster de mono- ou
diaminoacido de férmula | da presente invengao (por exemplo razédo molar
1:1 para obter um sal de monoamina orgénica ou monoaminoacido 1:1, ou
um excesso molar de amina orgénica em um solvente apropriado (por
exemplo um solvente selecionado para um pKa desejavel) para obter um sal
de diamina orgéanica). O acido livre de CA4P pode ser obtido a partir do sal
dissédico de CA4P, por exemplo, da maneira descrita nos exemplos abaixo.
O composto Q, tal como amina organica ou aminoécido, e o acido livre de
CA4P podem, por exemplo, ser contatados em um solvente adequado (de
preferéncia um C, - C; dlcool tal como isopropanol ou misturas aquosas do
mesmo), de preferéncia seguido por colheita do composto de férmula | como
um composto cristalino por meios tal como filtragdo. O termo "solvente" in-
clui um dnico solvente ou misturas de dois ou mais solventes formando
misturas de solventes misciveis ou bifasicos. Onde desejado, o composto Q
pode ser adicionado na forma de um sal, de preferéncia um sal farmaceuti-
camente aceitavel, como descrito nos exemplos abaixo.

Assim, a presente invencao refere-se a um processo para pre-

parar um composto tendo a estrutura geral da férmula i:
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H,CO N
i (o] 1
L0 1co O O’S/OR
: “or? )

OCHs

onde um de -OR’ ou -OR? é -O'QH" e o outro é hidroxila ou -OQH"; e Q é

(A) uma amina orgénica contendo pelo menos um atomo de ni-
trogénio que, junto com um préton, forma um cation de amdnio quaternario
QH";

(B) um aminoacido contendo pelo menos dois atomos de nitro-
génio onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um
cation de amoénio quaternario QH*; ou

(C) um aminoacido contendo um ou mais atomos de nitrogénio
onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um cation de
amdnio quaternario QH" e, ainda, onde todos os grupos acido carboxilico do
aminodcido estao na forma de ésteres.

Tal método da presente invencao compreende a etapa de con-

tatar, em um solvente, o acido livre de CA4P tendo a estrutura:

HyCO

AN
HsCO 9
OCH; 5 _R—OH
OH
OCHjz

com um composto Q, onde Q é

(A) uma amina orgéanica contendo pelo menos um atomo de ni-
trogénio que, junto com um préton, forma um céation de amdnio quaternario
QH*;

(B) um aminoécido contendo pelo menos dois atomos de nitro-
génio onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um
cation de aménio quaternario QH*; ou

(C) um aminoacido contendo um ou mais atomos de nitrogénio

onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um cation de
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amonio quaternario QH" e, ainda, onde todos os grupos acido carboxilico do
aminodcido estao na forma de ésteres.

Opcionalmente, um composto da presente invencéo produzido
por um processo aqui descrito pode ser precipitado na forma cristalina do
solvente.

Além disso, a presente invengéao refere-se a um processo para a

preparagao de um composto tendo a estrutura geral da férmula I

H;CO N

g 0 pt

H;CO O 1 -OR
H,CO o~

. OR? ¢)
OCH3

como descrito acima, compreendendo as etapas de contatar o acido livre de
CA4P com um composto Q preferido (tal como histidina, um éster C1.¢ alqui-
lico de glicina ou, mais preferivelmente, trometamina) no solvente, e em se-
guida colher o sal de histidina, de éster Cqs alquilico de glicina ou, mais
preferivelmente, de trometamina de CA4P na forma cristalina do solvente.
Naturalmente, como explicado acima, numerosos solventes tém aplicagbes
em um processo da presente invengao. Exemplos particulares incluem, po-
rém certamente sem limitagcdo, C; - Cs alcoois, tal como isopropanol ou
misturas aquosas do mesmo. Em uma modalidade preferida da presente
invengado, um processo aqui descrito produz o composto mono-trometamina
de CA4P ("sal de mono-TRIS de CA4P" ou "sal de mono TRIS de CA4P").
Em uma outra modalidade preferida da presente invengdao, um processo
aqui descrito produz o composto mono-L-histidina de CA4P.

Misturas de um composto Q (amina orgéanica, aminoacido ou sal
de aminoacido) e acido livre de CA4P, de preferéncia em uma solucéo tal
como uma solugdo aquosa, também sao contempladas nesta invengdo como
modalidades da invengado. Dessa forma, a presente invengéo fornece ainda
composi¢des formadas por misturagdo de compostos compreendendo:

(a) um é&cido livre de CA4P tendo a estrutura:
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HsCO ~
HsCO 9
OGHs . /Pi’OH
, OH i ©
OCH

(b) um composto Q, onde Q é

(A) uma amina organica contendo pelo menos um atomo de ni-
trogénio que, junto com um préton, forma um cation de aménio quaternario
QH™;

(B) um aminoacido contendo pelo menos dois atomos de nitro-
génio onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um
cation de amonio quaternario QH"; ou

(C) um aminoéacido contendo um ou mais atomos de nitrogénio
onde um dos atomos de nitrogénio, junto com um préton, forma um cation de
amdnio quaternario QH* e, ainda, onde todos os grupos acido carboxilico do
aminodcido estao na forma de ésteres.

Opcionalmente, uma composi¢do da presente invengdo pode
compreender ainda um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

A presente invengao sera melhor entendida com referéncia aos
exemplos néo limitativos a seguir, que sao oferecidos a titulo exemplificativo
da invengdo. Os exemplos a seguir sdo apresentados com a finalidade de
ilustrar de uma forma mais completa as modalidades preferidas da inven-
¢do. No entanto, eles nao devem ser de modo algum interpretados como
limitativos do amplo escopo da invengéo.

EXEMPLO 1

Sal de mono-trometamina da pro-droga CA4P

Em uma modalidade da presente invengdo, um sal de mono-
trometamina de CA4P foi descrito como um exemplo nao limitativo de um
composto da presente invengao. Com as informagdes dadas neste relatério,
um versado na técnica pode facilmente produzir uma variedade de sais de

mono- ou diamina organica da pro-droga CA4P, tal como por adicdo da
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amina organica desejada ao acido livre de CA4P por um procedimento ana-
logo aquele descrito a seguir, todos eles estando abrangidos pela presente
invencéo e pelas reivindicacdes anexas.
Reagentes e métodos

Todos os reagentes e quimicos foram obtidos em fontes comer-
ciais e usados sem ulterior purificagéo: Tris(hidroximetil)Jaminometano
(TRIS) (Aldrich Chemical Co. rotulado 99,9+%, lote N° 01404PU), aicool
isopropilico (B&J Brand, solvente com alto grau de pureza). Os espectros de
RMN de multiplos nucleos foram lidos em um espectrédmetro Bruker DRX
400. Os desvios quimicos de 'H e °C RMN estao dados em ppm em relagéo

ao tetrametilsilano. (Os desvios quimicos de °C RMN foram determinados

. usando metanol ("MeOH") como padrio externo.) Os espectros de °C RMN

foram obtidos com préton desacoplado {'H}. Experiéncias de 2D RMN
(HMQC (espectroscopia de Correlagcdo de Multiplos Quanta Heteronuclea-
res, uma experiéncia de correlagao inversa de desvios quimicos para de-
terminar quais 'H’s da molécula estéo ligados a quais nucleos '°C (ou outros
nucleos X)); e HBMC (espectroscopia de Correlagao de Multiplas Ligagdes
Heteronucleares, uma versao modificada de HMQC adequada para deter-
minar conectividade 'H-"°C de longo alcance, assim como a estrutura e de-
signagdes 'H e '°C da molécula)) foram realizadas para ajudar as designa-
¢des dos sinais de 'H e '*C RMN para a estrutura. "Sal dissédico de CA4P"

é o composto tendo a seguinte estrutura:

H:CO.

O o
PR
HyCO 0_-!:[ /0 Na
OCH, \o Ne*
OCHa

(veja Patente US N° 5.561.122 mencionada acima).

Sal de mono-trometamina de CA4P
Solugdo aquosa de IPA TRIS (0,19 M). Uma solugao de TRIS
0,19 M foi preparada dissolvendo-se 1,61 g de TRIS (13,3 mmoles) em 7 ml

de agua desionizada, e adicionando-se 63 ml de alcool isopropilico ("IPA") a
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solucdo aquosa resultante (10% agua em IPA).

Solugéo de estoque de acido livre de CA4P em alcool isopropili-
co (0,19 M). Sal dissédico de CA4P (12,15 g, 27,6 mmoles) foi dissolvido em
70 ml de agua desionizada. Etil acetato (250 ml) e uma solugdo aquosa sa-
turada de cloreto de sddio (150 ml) foram adicionados a solugdo resultante
com rapida agitacao. Formou-se uma torta branca. Uma solugao de acido
cloridrico 0,5 N (325 ml) foi adicionada em porg¢oes para dissolver a torta (o
pH final da fase aquosa foi de cerca de 1 (papel de pH)). A fase organica foi
separada. A fase aquosa foi extraida com etil acetato (3 x 200 ml). As fases
organicas foram combinadas e secadas em Na,SO, anidro. Filtragéo e eva-
poragdo do solvente (rotovaporizador, temperatura do banho de agua =
40°C) deram uma pelicula espessa de &cido livre de CA4P que foi dissolvi-
da em 100 ml de IPA. A concentragao da solucao resultante foi determinada
como sendo 0,19 M por 'H RMN, usando o seguinte método de titulagao: 45
ul de solugao de L-histidina (0,17 M) e 30 wl de solugéo de acido livre de
CA4P foram pipetados em um frasco de HPLC de 4 ml. Os solventes foram
evaporados até a secura usando o rotovaporizador. O sélido foi dissolvido
em 0,7 ml de D,O e analisado por 'H RMN para dar uma razéo de 1:0,75 de
histidina para o acido livre de CA4P. Foi obtido um total de 10 mmoles de
acido livre de CA4P (69% de rendimento).

Sal de mono-TRIS de CA4P. Um balao de fundo redondo de 200
ml foi carregado com 70 ml da solugao de acido livre de CA4P preparada
acima (0,19 M, 13,3 mmoles). 70 ml da solugao aquosa de IPA TRIS prepa-
rada acima (0,19 M, 13,3 mmoles) foram adicionados em por¢des a solugao
de acido livre de CA4P com rapida agitacédo. A pasta fluida branca resul-
tante foi agitada a temperatura ambiente por 18 horas (por uma noite), se-
guida por resfriamento para 0°C (banho gelado) por 30 min. O sélido crista-
lino foi isolado por filtragdo em um papel-filtro Whatman N° 54 com succ¢éao,
lavado com &lcool isopropilico frio, e secado em uma corrente de ar por 5
horas e em seguida a vacuo (dessecador a vacuo) por 113 horas para dar
7,01 g de sal de mono-TRIS de CA4P como um sdlido branco. Os resultados

da anélise por 'H RMN mostraram que o produto final continha IPA (cerca
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de 0,9% em peso) como solvente residual (13,4 mmoles, rendimento quan-
titativo). O sal de mono-TRIS de CA4P tem a estrutura de férmula la, onde o
grupo olefina que liga em ponte as porgdes fenila do nucleo esta na configu-
ragao cis como no material de partida fosfato de combretastatina A-4.

Caracterizacao do sal de mono TRIS de CA4P

Andlise por RMN e elemental

'H RMN (400 MHzm D20) 83,52 (s, 6H, C(15)Hs e C(17)H3), 3,56
(s, 6H, C(20)H,, C(21)H,, C(22)H,)m 3,59 (s, 3H, C(16)Hs), 3,67 (s, 3H,
C(18)Hs), 6,38 (d, J = 11,7 Hz, 1H, C(8), 6,46 (d, J = 11,7 Hz, 1H, C(7)H),
6,48 (s, 2H, C(10)H e C(14)H), 6,79 (d, J = 8,8 Hz, 1H, C(3)H), 6,85 (amplo
d, J = 8,8 Hz, 1H, C(4)H), 7,06 (amplo s, 1H, C(6)H); °C RMN (100 MHz,
{*H} DO) & 56,9 (2C, C15, C17), 57,0 (C18), 60,3 (3 C, C20, C21, C22),
62,0 (C16), 62,4 (C19), 107,5 (2C, C10, C14), 113,9 (C3), 122,6 (d, Jpc= 3,1
Hz, C6), 125,9 (C4), 130,0 (C8), 130,8 (C8), 130,8 (C7), 131,2 (C5), 134,7
(C9), 136,8 (C12), 142,2 (d, Jpc = 7,7 Hz, C1), 150,6 (d, Jec = 6,1 Hz, C2),
153,2 (2C, C11 e C13). Andlise calculada para C,H3:2NOP: C, 51,06; H,
6,23; N, 2,70; P, 5,98. Encontrada: C, 51,07; H, 6,39; N, 2,58; P, 5,93.

OH

Higroscopicidade

Verificou-se que o sal de mono TRIS de CA4P deste exemplo
era praticamente nao higroscépico a 25°C em condicées de umidade ambi-
ente e alta umidade. Este foi um resultado inesperado, borque outras formas
salinas do &cido livre de CA4P sao higroscopicas em condigdes semelhan-
tes. O perfil de absor¢do de umidade do sal de mono TRIS de CA4P esta

mostrado na figura 1. Experiéncias de umidade relativa variavel-difracao de
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raios X ("RH-XRD") mostraram que o padrao do pé fica inalterado mediante
exposicao a umidades diferentes a 25°C.
Polimorfismo

Estudos de raios X de cristal simples feitos com o sal de mono
TRIS de CA4P deste exemplo demonstram que ele é uma forma pura aquiral
(N-1) que nao contém nenhum local de solvente e que tem uma estrutura de
cristal monoclinico centrossimétrica. O padrao simulado do pd, que foi deti-
vado dos parametros atdmicos refinados na estrutura de cristal simples mo-
noclinica a temperatura ambiente, é consistente com o padrao observado do
po. Varios lotes do sal de mono TRIS preparados a partir de IPA/agua mos-
traram ser reproduziveis com base em 'H RMN, calorimetria de varredura
diferencial (DSC), termogravimetria (TGA) e difracao de raios X de po (p-
XRD). O sal de mono TRIS de CA4P foi empastado em vérios solventes di-
ferentes tais como etanol, isopropanol, acetona, acetonitrila e agua, inicial-
mente a 70 - 75°C por 5 - 10 min, e em seguida a temperatura ambiente por
uma noite. As fases soélidas resultantes foram analisadas por DSC, TGA e p-
XRD. Nenhuma das amostras empastadas mostraram a presenca de qual-
quer solvato seja no estado de pasta ou no estado seco. Nao houve diferen-
¢as nos termogramas de DSC e nos padroes de p-XRD (veja figura 2) em
nenhuma dessas amostras quando comparadas com o material "como tal".
Isto indica que esta forma N-1 é uma forma polimorfa simples, relativamente
estavel.
Qutras propriedades fisico-quimicas

O termograma de DSC do sal de mono TRIS de CA4P mostra

uma unica endoterma de fusdo a 196°C (figura 3). A andlise termogravimé-
trica ndo revelou perda de perda abaixo de 150°C devida a volatilizagdo. A
solubilidade de equilibrio em dgua do sal de mono TRIS de CA4P a 25°C foi
determinada como sendo igual a 3,37 mg/ml (pH 4,8). A solubilidade em
agua aumenta com um aumento no pH e atinge um valor de 191 mg/ml a um
pH igual a 8,2. Isto & especificamente adequado para preparar uma forma

de apresentagdo do composto deste exemplo na faixa de pH igual a 8 - 9
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(incluindo, porém sem limitagdo, solugdes para serem diretamente adminis-
tradas a um paciente ("solugdes prontas para uso") ou solugées de dosifica-
cao para liofilizagdo) para administragao intravenosa. O perfil de pH - solu-
bilidade do sal de mono TRIS de CA4P estd mostrado na figura 4. O sal de
mono TRIS de CA4P também apresentou boa estabilidade quimica no esta-
do sdlido mediante exposicao a condigcdes ambientes ou aceleradas de
temperatura e umidade.

O sal de mono TRIS de CA4P deste exemplo tem portanto pro-
priedades fisico-quimicas excelentes para uso em uma formulagcao farma-
céutica, por exemplo, destinada a administragao oral ou parenteral. Ao con-
trario de outras formas salinas nao contempladas nesta invencao, o sal de
mono TRIS apresentou propriedades inesperadamente superiores no esta-
do sélido, particularmente o comportamento praticamente nao higrascépico.
Isto foi especialmente surpreendente em vista do grau de solubilidade em
agua do TRIS per se.

Sal de mono-trometamina de CA4P (scale-up)

Solugéo de acido livre de CA4P em IPA. Um balao de fundo re-
dondo, trés gargalos, 12 |, foi equipado com um agitador mecénico e um
funil conta-gotas. Uma solugao de sal dissédico de CA4P (9,92 g, 0,227
mol) em 1,5 | de agua desionizada e etil acetato (2,0 1) foi adicionada ao
baldo. Uma solugéo de acido cloridrico (0,5 N, 950 ml, 0,475 mol) foi adicio-
nada lentamente pelo funil conta-gotas com rapida agitagdao (o pH final da
fase aquosa foi de cerca de 1 (papel de pH)). A fase orgéanica foi separada.
A fase aquosa foi extraida com etil acetato (5 x 1,6 1). As fases orgénicas
combinadas foram secadas em Na,SO,. O etil acetato foi evaporado por
rotacao para formar um 6leo espesso que foi dissolvido em IPA (800 ml).

Sal de mono-TRIS de CA4P. Uma solugdo de TRIS (25,0 g,
0,206 mol) em 800 ml de agua desionizada foi carregada em um baléao de
fundo redondo, trés gargalos, 12 1. A solucao de acido livre de CA4P em IPA
preparada acima foi lentamente adicionada por meio de um funil conta-gotas
com rapida agitagdo. Depois da adicao, a solugado resultante foi semeada

com sal de mono-TRIS de CA4P e mecanicamente agitada a temperatura
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ambiente por 1 h. Em seguida, mais IPA (2,0 |) foi lentamente adicionado a
pasta fluida e a agitagao continuou por mais 1 h. O sdélido branco cristalino
foi isolado por filtragdo com sucgéo, lavado com IPA (800 ml) e secado em
um forno a vacuo a cerca de 40°C por 4 dias para dar 101,55 g de sal de
mono-TRIS de CA4P. Os resultados da analise por 'H RMN do produto final
mostraram que ele continha IPA (0,4% em peso) como solvente residual
(0,196 mol, 86% de rendimento total).

Andlise calculada para CxHxNO4:P: C, 51,06; H, 6,23; N, 2,70;
P, 5,98. Encontrada: C, 50,95; H, 6,14; N, 2,69; P, 5,82.

EXEMPLO 2

Sal de mono-trometamina da pré-droga CA4P

Formulacao de TRIS

Composicdes farmacéuticas em solugdo aquosa e liofilizadas
(isto é, secados por congelamento) (sal de mono TRIS de CA4P) foram pre-
paradas da seguinte maneira.

Uma solugao aquosa do composto do exemplo 1 foi obtida dis-
solvendo-se o composto em agua para inje¢do, USP até uma concentragao
de 60 mg/ml com a adigcdo de uma quantidade suficiente de TRIS (base tro-
metamina) para obter um pH de 8,5. A dissolugao foi feita ao abrigo da luz.

Um lidfilo foi entao obtido pelo seguinte procedimento. A solu-
cao formada acima foi filtrada em um filtro esterilizante adequado de 0,2
microns e dividido em aliquotas em frascos estéreis de vidro. A solugao foi
liofilizada em um liofilizador Virtis a -35°C a vacuo por um periodo de 24 a
72 horas e em seguida secado a 5°C em alto vacuo por 24 a 48 horas para
dar um lidfilo.

Outras composi¢des farmacéuticas contendo o composto do
exemplo 1 podem ser preparadas de acordo com estes procedimentos. Por
exemplo, como descrito acima, agentes de encorpamento (por exemplo
aminoacidos tais como arginina ou lisina, agucares tais como sacarose,
lactose, manitol, polimeros tais como polivinilpirrolidona ou dextrana etc.) ou
outros excipientes podem ser adicionados a solugdo acima.

Por exemplo, uma solugéo aquosa do composto do exemplo 1
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foi obtida dissolvendo-se o composto em agua para injegdo, USP até uma
concentragdo de 30 mg/ml com a adigao de um agente de encorpamento
adequado tal como manitol, dextrana ou combinagdes dos mesmos até uma
concentracao de 100 mg/ml e uma quantidade suficiente de TRIS (base tro-
metamina) para obter um pH de 8,6. A dissolucgao foi feita ao abrigo da luz.

Um lidfilo foi entdao obtido pelo seguinte procedimento. A solu-
cao formada acima foi filtrada em um filtro esterilizante adequado de 0,2
microns e dividido em aliquotas em frascos estéreis de vidro. A solugao foi
liofilizada em um liofilizador Virtis a -10°C em um vacuo moderado por um
periodo de 24 a 72 horas e em seguida secado a 5°C em alto vacuo por 24
a 48 horas para dar um lidfilo.

Como explicado acima, qualquer amina organica que inclui, po-
rém sem limitagdo, dietanolamina, glicamina, N-metilglicamina, etilenodia-
mina e 2-(4-imidazolil) etil amina, pode substituir a trometamina nos exem-
plos descritos acima para produzir um composto ou composi¢ao da presente
invengao. As composicdes onde Q tem outras definigdes na férmula | podem
ser formadas de maneira similar.

EXEMPLO 3
Pré-droga sal de mono-L-histidina de CA4P

Em uma modalidade da presente invengao, foi descrito um sal
de mono-L-histidina de CA4P como um exemplo nao limitativo de um com-
posto da presente invengao. Com as informag¢des dadas neste relatério, um
versado na técnica pode facilmente produzir uma variedade de pré-drogas
com o sal de mono- ou diaminoacido de CA4P, tal como por adigdo do ami-
noacido desejado ao acido livre de CA4P por um procedimento anélogo
aquele descrito a seguir, todos estando abrangidos pela presente invengao
e pelas reivindicagdes anexas.

Reagentes e métodos

Os reagentes e quimicos a seguir foram obtidos em fontes co-
merciais € usados sem ulterior purificagao: L-histidina (Aldrich Chemical Co.
marcada 98%, lote N° 04821JR), metanol e alcool isopropilico (B&J Brand,

solvente com alto grau de pureza). "Sal dissédico de CA4P" é o composto
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tendo a seguinte estrutura:

H;CO.
IO Io] .
HyCO "/o Na
0" Ne*

OCH3

(veja Patente US N° 5.561.122 mencionada acima).

Os espectros de RMN de muiltiplos nucleos foram lidos em es-
pectrometros Bruker DPX 300 e DRX 400. Os desvios quimicos de 'H e '°C
RMN estao dados em ppm em relacao ao tetrametilsilano (os desvios quimi-
cos de °C RMN foram determinados usando metanol como padrdo externo).
Os desvios quimicos de *'P RMN estdo dados em ppm em relagdo a HsPO4
85% (padrdo externo). Os espectros de °C e *'P RMN foram obtidos com
préton desacoplado {'H}. Experiéncias de 2D RMN (HMQC e HBMC) foram
realizadas para ajudar as designacdes dos sinais de 'H e '°C RMN para a
estrutura. DSC foi feita em um calorimetro de varredura diferencial
DSC/2920, TA Instruments.

Sal hidratado de mono-L-histidina de CA4P
Solugao de estoque aquosa de L-histidina (0,2 M). L-histidina

(0,3167 g, 2,0 mmoles) foi dissolvida em 10 ml de agua desionizada para
formar uma solugdo 0,2 M.

Solugao de estoque de acido livre de CA4P em metanol (0,6 M).
Sal dissédico de CA4P (1,9194 g) foi dissolvido em 5,0 ml de &gua desioni-
zada. Uma solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio (40 ml) foi adicio-
nada a solugdo resultante. Um sélido branco precipitou-se. Etil acetato (50
ml) foi adicionado e a pasta fluida resultante foi magneticamente agitada e
acidificada com uma solugao de &4cido cloridrico 0,5 N até que a mistura bi-
fasica fica limpida (a fase aquosa era acida (papel de pH)). A fase organica
foi separada. A fase aquosa foi extraida com etil acetato (2 x 50 ml). As fa-
ses organicas foram combinadas e secadas em Na,SO,. Filtragdo e evapo-

racdo do solvente (rotovaporizador, temperatura do banho de dgua = 37°C)

deram uma pelicula espessa de 4cido livre de CA4P que foi recuperada com
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10 ml de metanol. O metanol foi evaporado por rotagao (37°C) para dar uma
espuma esbranquicada (1,52 g), que foi redissolvida em MeOH (4,79 ml)
para dar uma solugdo com a concentracao esperada de 0,8 M.

A concentragado determinada acima foi ainda confirmada mistu-
rando-se 100 pl de uma solucao 0,2 M de histidina (20 umol) com 25 pl de
solugéo de acido livre de CA4P. Os solventes da solugdo resultante foram
evaporados por rotagado até a secura. O sélido foi analisado por 'H RMN e
mostraram uma razao molar de 1:0,75 de histidina : acido livre de CA4P.
Portanto, a concentracdo de acido livre de CA4P calculado como sendo
igual a 0,6 M. (Este resultado indicava que a espuma de &acido livre de
CA4P continha solvente.)

Sal hidratado de mono-L-histidina de CA4P. L-histidina (900 pl,
0,2 M, 180 umol), &cido livre de CA4P (300 pul, 0,6 M, 180 pl) e alcool iso-
propilico (1,0 ml) foram adicionados a um frasco de HPLC de 4 ml. A solu-
cao resultante foi evaporada por rotagédo (temperatura do banho de agua =
39 - 40°C) para reduzir o volume para cerca de 1,5 ml. Mais 1,0 ml de alcool
isopropilico foi adicionado e o volume foi novamente reduzido para cerca de
1,5 ml. Um pequeno cristal foi observado na solugdo. O processo de evapo-
ragao foi interrompido e o frasco foi tampado e deixado repousar a tempe-
ratura ambiente por 5 h. O sélido cristalino foi isolado por filtragdo em um
papel-filtro Whatman N° 54 com sucgéo, lavado com dalcool isopropilico (ca
2 ml) e secado em uma corrente de nitrogénio por uma noite para dar 82,7
mg de mono-L-histidina de CA4P como um sélido branco. A pré-droga sal
de mono-L-histidina de CA4P obtida era um sélido cristalino; anélise de Karl
Fisher do sélido mostrou que o teor de agua era de 4,66%, que foi calculado
para um sdlido cristalino hidratado com 1,5 moléculas de agua por molécula
de sal (143 umol, 79% de rendimento):

'H RMN (300 MHz, D,0) § 3,33 (d, J = 6,59 Hz, 2H, C(21)H,),
3,67 (s, 6H, C(15)H; e C(17)Hs), 3,74 (s, 3H, C(16)Hs), 3,82 (s, 3H,
C(18)Hs), 4,01 (t, J = 6,50 Hz, 1H, C(20)H), 6,53 (d, J = 12,25 Hz, 1H,
C(8)H), 6,62 (d, J = 12,25 Hz, 1H, C(7)H), 6,62(s, 2H, C(10)H e C(14)H),
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6,94 (d, J = 8,00 Hz, 1H, C(3)H), 7,01 (d, J = 8,00 Hz, 1H, C(4), 7,21 (s, 1H,
C(6)H), 7,37 (s, 1H, C(23)H, 8,63 (s, 1H, C(24)H); '°*C RMN (100 MHz, {'H},
D20) & 26,12 (C21), 53,93 (C20), 56,26 (2C, C15, C17), 56,35 (C18), 61,32
(C16), 106,86 (2C, C10, C14), 113,26 (c3), 118,03 (C23), 122,04 (d, Jpc =
2,3 Hz, C6), 125,52 (C4), 127,80 (C22), 129,40 (C8), 130,05 (C7), 130,57
(C5), 133,99 (C9), 134,34 (C24), 136,18 (C12), 141,37 (d, Jpc = 6,90 Hz,
C1), 150,01 (d, Jpc = 4,60 Hz, C2), 152,52 (2C, C11 e C13), 172,87 (C19),
*P RMN (121 MHz, {'H}, D,O) & - 2,61 (s). Andlise calculada para CasHso.
N3O1oP*1,5 H.O: C, 49,83; H, 5,75; N, 7,26. Encontrada: C, 50,13; H, 5,78,;
N, 7,26.

A analise de Karl Fisher e a analise elemental do produto deste
procedimento mostraram que o sal cristalino é sesquihidratado. A analise
por DSC indicou uma forma cristalina principal com uma endoterma de fu-
sdo a 158,6°C (veja figura 5). Os dados de raios X de pé obtidos para este
material estdo apresentados na figura 8, padrao superior.

Foram observadas diferengas de polimorfismo, a temperatura
ambiente, em funcao de mmoles de acido livie de CA4P em relagdo ao vo-
lume total da mistura de cristalizagao. No procedimento acima, foi emprega-
do 0,2 mmol de acido livie de CA4P por ml do volume total da mistura de
cristalizagcao. Modificagao do procedimento acima de modo a ser empregado
0,03 mmol de acido livre de CA4P por ml do volume total da mistura de
cristalizagcao produziu um sal de mono-L-histidina de CA4P tendo 1,8 molé-
cula de agua por molécula de sal (veja figura 6, tamanho da amostra 3,8500
mg; a analise por DSC mostrou uma forma cristalina com uma endoterma de
fusdo a 184,9°C. Anélise de '"H RMN mostrou uma razdo de CA4P : histidina
= 1:1). Os dados de raios X de pé obtidos para este material estao apre-
sentados na figura 8, padrdo inferior. Uma outra modificagdo do procedi-
mento acima de modo a ser empregado 0,07 mmol de acido livre de CA4P
por ml do volume total da mistura de cristalizagdo produziu uma mistura de
formas de sal de mono-L-histidina de CA4P, uma tendo 1,5 molécula de
agua por molécula de sal, e a outra tendo 1,8 molécula de agua por molé-

cula de sal (veja figura 7, tamanho da amostra 4,4500 mg; a analise de Karl
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Fisher e a analise elemental desta mistura mostraram que o sal cristalino é
sesquihidratado. A andlise por DSC indicou duas formas cristalinas. As en-
dotermas sé@o semelhantes aquelas das figuras 5 e 6, respectivamente. Os
dados de raios X de p6 obtidos para este material estao apresentados na
figura 9. Os dados de DSC e raios X de p6 indicaram que as formas 1,5:1 e
1,8:1 (dgua:sal) acima sao duas formas cristalinas diferentes. Como também
apontado acima, a mistura destas duas formas é facilmente formada. Cada
forma pode ser transformada para um estado puro por semeadura.

A forma hemiheptahidratada do sal de mono-L-histidina de
CA4P também pode ser obtida na presenga de agua. Esta forma, no entan-
to, se converte na forma sesquihidratada do sal de mono-L-histidina de
CA4P.

Como explicado acima, uma variedade de aminodacidos naturais
e nao naturais que incluem, por exemplo, ornitina, lisina, arginina e triptofa-
no, pode facilmente substituir a histidina na descricao acima para produzir
um composto da presente invengao.

Sal hidratado de mono-L-histidina de CA4P ("scale-up)

Solugcdo de estoque aquosa de L-histidina (0,2 M). L-histidina
(1,90 g, 12,0 mmoles) foi dissolvida em 60 ml de agua desionizada para
formar uma solugédo 0,2 M. (Esta solugao também pode ser preparada in
situ).

Solugao de estoque de acido livre de CA4P em alcool isopropili-
co (IPA) (0,17 M). O acido livre de CA4P pode ser preparado da seguinte
maneira. O equivalente de 4cido pode ser reduzido para 2,1; ndo € neces-
saria a adigédo de cloreto de sédio. O procedimento a seguir é exemplificati-
vo: sal dissodico de CA4P (8,94 g, 20,3 mmoles) foi dissolvido em 50 ml de
agua desionizada. Etil acetato (200 ml) e uma solugao aquosa saturada de
cloreto de sédio (100 ml) foram adicionados a solugao resultante com rapida
agitagao. Formou-se uma torta branca. Uma solugdo de acido cloridrico 0,5
N (220 ml) foi adicionada em por¢des para dissolver a torta (o pH final da
fase aquosa foi de cerca de 1 (papel de pH)). A fase organica foi separada.

A fase aquosa foi extraida com etil acetato (1 x 200 ml e em seguida 2 x 150
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ml). As fases organicas foram combinadas e secadas em Na,SO,. Filtragao
e evaporagao do solvente (rotovaporizador, temperatura do banho de agua
= 40°C) deram um filme espesso de acido livre de CA4P que foi dissolvido
em 100 ml de IPA. A concentragéo da solugédo resultante foi determinada
como sendo igual a 0,17 M por 'H RMN.

Para confirmar a concentragao determinada acima, 60 pl de so-
lugdo de histidina (0,2 M) e 70 pul de solugédo de acido livre de CA4P foram
pipetados em um frasco de HPLC de 4 ml. Os solventes foram evaporados
por rotagao até a secura. O sélido foi dissolvido em 0,7 ml de D,O e anali-
sado por 'H RMN para dar uma razdo de 1:1 de histidina para o 4cido livre
de CA4P. Foi obtido um total de 17 mmoles de acido livre de CA4P (84% de
rendimento).

Sal hidratado de mono-L-histidina de CA4P (scale-up). Um ba-
lao de fundo redondo de 250 ml foi carregado com 70,6 ml da solugdo de
acido livre de CA4P (0,17 M, 12,0 mmoles) e 50 ml de IPA. Uma solugao de
L-histidina (60 ml, 0,2 M, 12,0 mmoles) foi adicionada em por¢cdes a solugao
de &cido livre de CA4P com rapida agitagdo. A pasta fluida branca resul-
tante foi agitada a 40°C por 30 min, a temperatura ambiente por 3 horas,
seguida por resfriamento para 0°C (banho gelado) por 1 h. O sélido cristali-
no foi isolado por filtragdo em um papel-filtro Whatman N° 54 com succao,
lavado com dlcool isopropilico frio, e secado a vacuo (dessecador a vacuo)
por 88 horas para dar 6,07 g de mono-L-histidina de CA4P como um sélido
branco. Analise de Karl Fisher do sélido mostrou que o teor de agua era de
4,48%, que foi calculado para um sélido cristalino hidratado com 1,5 molé-
cula de dgua por molécula de sal (10,5 mmoles, 87% de rendimento).

'H RMN (300 MHz, D,0) § 3,32 (d, J = 6,6 Hz, 2H, C(21)H,),
3,68 (s, 6H, C(15)Hs e C(17)H3), 3,74 (s, 3H, C(16)Hs), 3,82 (s, 3H,
C(18)Hs), 4,00 (t, J = 6,6 Hz, 1H, C(20)H), 6,53 (d, J = 12,1 Hz, 1H, C(8)H),
6,62 (d, J = 12,1 Hz, 1H, C(7)H), 6,64 (s, 2H, C(10)H e C(14)H), 6,95 (d, J =
8,3 Hz, 1H, C(3)H), 7,02 (d, J = 8,3 Hz, 1H, C(4)H), 7,20 (amplo s, 1H,
C(6)H), 7,36 (amplo s, 1H, C(23)H, 8,62 (d, J = 1,3 Hz, 1H, C(24)H); °C
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RMN (100 MHz, {'H}, D,O) § 26,11 (C21), 53,92 (C20), 56,22 (2C, C15,
C17), 56,32 (C18), 61,28 (C16), 106,82 (2C, C10, C14), 113,20 (C3), 118,03
(C23), 122,01 (d, Jrc = 2,3 Hz, C6), 125,48 (C4), 127,78 (C22), 129,38 (C8),
129,97 (C7), 130,54 (C5), 133,92 (C9), 134,31 (C24), 136,16 (C12), 141,38
(d, Jpc = 6,1 Hz, C1), 149,98 (d, Jrc = 5,4 Hz, C2), 152,48 (2C, C11 e C13),
172,86 (C19). Andlise calculada para CasH3oN3O10P*1,5H,0: C, 49,82; H,
5,75; N, 7,26; P, 5,35. Encontrada: C, 49,92; H, 5,84; N, 7,26; P, 5,44.

Além disso, usando calorimetria de varredura diferencial, deter-
minou-se que o composto obtido tinha uma endoterma principal a 158°C, e
uma endoterma secundaria a 174°C.

Qualquer aminodcido natural ou nao natural adequado pode
facilmente substituir o aminoacido neste procedimento para produzir outros
compostos da presente invengao.

Quando o sal de mono-L-histidina de CA4P ¢ cristalizado a tem-
peratura ambiente, geralmente sao obtidos hidratos. O processo de cristali-
zagao quando realizado a temperaturas elevadas acima da temperatura
ambiente, especialmente acima de 70°C, permite a obtengdo de sal anidro.
Hidratos do sal de histidina podem ser convertidos na forma cristalina anidra
(especialmente, fundindo a 210°C), por exemplo, por empastamento de uma
forma hidrato em um solvente tal como etanol, metanol, isopropanol ou

acetona, a uma temperatura tal como 40°C (tal como por 2 dias), seguida
por filtragao, lavagem e secagem a vacuo a uma temperatura tal como 45°C

(tal como por uma noite). A forma anidra, que é praticamente nao higroscé-

pica, é preferida.

Sal anidro de mono-L-histidina de CA4P

Um balao de fundo redondo de 200 ml! foi carregado com L-
histidina (0,2620 g, 1,65 mmol) e 16,5 ml de agua desionizada. A solugao
resultante foi aquecida a 74 - 76°C (temperatura do banho de 6leo) com
agitagado magnética. Adicionou-se uma solugéo de acido livre de CA4P (8,7
ml, 0,19 M em IPA, 1,65 mmol), seguida por alcool isopropilico (90 ml). A

solugao resultante ficou leitosa em cerca de 1 min. A agitacdo continuou a
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75 - 76°C por 2 h e em seguida a temperatura ambiente por 1 h. O sdlido

cristalino em forma de agulha foi isolado por filtragdo em um papel-filtro
Whatman N° 4 com sucg¢do e secado em uma corrente de ar (sucgéo) por
uma noite (19,5 h) e em um dessecador a vacuo por 24 h para dar 0,7788 g
de mono-L-histidina de CA4P como um sélido branco (1,41 mmol, 86% de
rendimento): p.f. 211,49°C (DSC);

'H RMN (400 MHz, D;0) 8 33,30 (d, J = 6,5 Hz, 2H, H-21), 3,65 (s,
6H, H-15 e H-17), 3,72 (s, 3H, H-16), 3,80 (s, 3H, H-18), 3,99 (t, J = 6,5 Hz, 1H, H-
20), 6,50 (d, J =12.3 Hz, 1H, H-8), 6.59 (d, J = 12,3 Hz, 1H, H-7), 6,60 (s, 2H,
H-10 e H-14), 6,92 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-3), 6.97 (amplo d, J = 8,5 Hz, 1H, H-4),
7,19 (amplo s, 1H, H-6), 7,33 (amplo s, 1H, H-23), 8,58 (amplo s, 1H, H-24); °C
RMN (100 MHz, {"H}, D;0) & 27,11 (C-21), 54,88 (C-20), 57,17 (2C, C-15, e C-17),
57,24 (C-18), 62,24 (C-16), 107,77 (2C, C-10 e C-14), 114,17 (C-3), 118,90 (C-23),
122,93 (d, Jec 2,3 Hz, C-6), 126,40 (C-4), 128,88 (C-22), 130,29 (C-8), 131,00 (C-
7), 131,47 (C-5), 134,93 (C-9), 135,32 (C-24), 137,08 (C-12), 142,31 (d, Jpc = 6,1
Hz, C-1), 150,91 (d, Jpc - 4,6 Hz, C-2), 153,45 (2C, C-11 e C-13), 173,84 (C-19).
Andlise calculada para Cy4H3oN3OioP: C, 52,27; H, 5,48; N, 7,62; P, 5,61. Encon-
trada: C, 52,03; H, 5,43, N, 7,57; P, 5,57.
Sal anidro de mono-L-histidina de CA4P (scale-up)

Um balao de fundo redondo, trés gargalos, 2000 mi, foi equipa-
do com um agitador mecanico, um funil conta-gotas de 500 ml e um termo-
elemento que foi conectado a um Therm-O-Watch L7-1100SA/28T que con-
trolava uma manta de aquecimento. L-histidina (3,42 g, 21,6 mmoles) foi
adicionada ao baldo, seguida por 216 ml de agua desionizada. A solugéo
resultante foi aquecida a 74 - 80°C com agitaggo. Acido livre de CA4P (120
ml, 0,18 M em IPA, 21,6 mmoles) foi acrescentado, seguido por IPA (1176
ml), por meio do funil conta-gotas em uma taxa que mantivesse a temperatu-
ra da solugao a 73 - 74°C (necessarios 14 min). Depois da adicao de IPA, a
solugéo limpida resultante foi semeada com sal anidro de mono-L-histidina
de CA4P (guantidade de trago). A temperatura da solugdo foi aumentada

para 80°C, e a cristalizacdo ocorreu em cerca de 3 min depois da semeadu-

ra. A temperatura caiu lentamente para 74°C em 30 min e foi mantida a 73 -
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74°C por mais 1,5 h. A mistura reacional foi deixada esfriar lentamente para
31°C em 3,5 h. O sdlido cristalino em forma de agulhas foi filtrado em um

papel-filtro Whatman N° 4 com sucgao, lavado com IPA (100 ml) e secado
em uma corrente de ar (sucgao) por uma noite (16 h) e em um dessecador a
vacuo por 21,5 h para dar 10,11 g de sal anidro de mono-L-histidina de
CA4P como sélido branco (18,3 mmoles, 85% de rendimento): p.f. 213,65°C
(DSC);

'HNMR (400 MHz, D,0) 6 3,30 (d, J = 6,5 Hz, 2H, H-21), 3,65 (s, 6H,
H-15 e H-17), 3,72 (s, 3H,H-16), 3,80 (s, 3H, H-18), 3,99 (t, J = 6,5 Hz, 1H, H-20),
6,49 (d, J =12,0 Hz, 1H, H-8), 6,58 (d, J = 12,0 Hz, 1H, H-7), 6,59 (s, 2H, H-10 e H-
14), 6,91 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-3), 6,97 (dd, J = 8,3, 1,7 Hz, 1H, 11-4), 7,19 (amplo,
J = 1,7 Hz, 1H, H-6), 7,34 (amplo s, 1H,H-23), 8,60 (d, J = 1,4 Hz, 1H, H-24); *C
RMN (100 MHz, {'H}, D,0) & 27,07 (C-21), 54,86 (C-20), 57,18 (2C, C-15 e C-17),
57,26 (C-18), 62,24 (C-16), 107,78 (2C, C-10 e C-14), 114,18 (C-3), 118,94 (C-23),
122,95 (d, Jpc = 2,3 Hz, C-6), 126,43 (C-4), 128,79(C-22), 130,31 (C-8), 130,98 (C-
7), 131,49 (C-5), 134,91 (C-9), 135,29 (C-24), 137,10 (C-12), 142,31 (d, Jp¢ =
6,9Hz, C-1), 150,92 (d, Jrc = 4,6 Hz, C-2), 153,45 (2C, C-11 e C-13), 173,82 (C-19).
Analise Calculada para CyH3oN3O1oP: C, 52,27; H, 5,48; N, 7,62; P, 5,61. Encon-
trada: C, 52,23; H, 5,35, N, 7,60; P, 5,55.

O sal anidro de mono-L-histidina de CA4P pode ser facilmente
reproduzido como uma forma cristalina simples. A figura 10 mostra a DSC
(tamanho da amostra 2,3600 mg); a figura 11 mostra os dados de raios X de

pé para este material.

EXEMPLO 4

Preparacao do sal de éster metilico de monoglicina de cis-CA4P
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O seguinte procedimento para a preparagao de éster metilicode
monoglicina de CA4P a partir de CA4P dissédico é vantajoso. O procedi-
mento emprega cloridrato de éster metilico de glicina diretamente na pre-
senca de N,N-diisopropilamina, proporcionando estabilidade melhorada em
comparagao a preparacao que emprega a base livre de éster metilico de
glicina. Além disso, a preparagado de acido livre de CA4P é significativa-
mente melhorada - acido sulfurico concentrado é empregado (por exemplo,
ao invés de acido cloridrico diluido) na neutralizagdo (como resultado do
uso, por exemplo, de etil acetato para extragao e em seguida a evaporagao
e eliminada). A formacao de acido livre de trans-CA4P é evitada neste pro-
cedimento aperfeigcoado.

Reagentes e métodos

Os reagentes e quimicos a seguir foram obtidos de fontes co-
merciais e usados sem ulterior purificagao: alcool isopropilico (B&J Brand,
solvente com alto grau de pureza), acido sulfarico (EM Science, 95 - 98%,
lote N° 35310), cloridrato de éster metilico de glicina (Aldrich Chemical Co.,
rotulado 99%, lote N° 03214 MU), N,N-diisopropifetilamina (Aldrich Chemical
Co., rotulado 99,5%, lote N° 02819 ER). Os espectros de RMN de mudltiplos
nucleos foram lidos em espectrémetros Bruker DRX 400. Os desvios quimi-
cos de 'H e ®C RMN estdo dados em ppm em relagdo ao tetrametilsilano
(os desvios quimicos de '°C RMN foram determinados usando MeOH como
padrao externo). Experiéncias de 2D RMN [HMQC (espectroscopia de Cor-
relacdo de Mdltiplos Quanta Heteronucleares), uma experiéncia de correla-
¢do inversa de desvios quimicos para determinar quais 'H’s da molécula
estdo ligados a quais nicleos '°C (ou outros nicleos X)]; e HMBC (espec-
troscopia de Correlagdo de Multiplas Ligagdes Heteronucleares, uma verséo
modificada de HMQC adequada para determinar conectividade 'H-"°C de
longo alcance, assim como a estrutura e designagdes 'H e '°C da molécula)]
foram realizadas para ajudar as designagdes dos sinais de 'H e °C RMN
para a estrutura. Calorimetria de varredura diferencial (DSC) foi feita em um

calorimetro de varredura diferencial DSC 2920, TA Instruments.
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Sal do éster metilico de monoglicina de cis-CA4P

Um baldo de fundo redondo de 100 ml foi carregado com sal
dissédico de cis-CA4P (2,866 g, 6,51 mmoles) e IPA (30 ml). A pasta fluida
resultante foi magneticamente agitada a temperatura ambiente. Uma solu-
¢ao de acido sulfurico (0,365 ml, 6,51 mmoles) em IPA (60 ml) foi adiciona-
da a pasta fluida em porgdes. A mistura foi continuamente agitada por cerca
de 10 min e filtrada com sucgao usando papel-filtro Whatman N° 1. O sdlido
(NazSO, que ¢ insoltvel em IPA) foi lavado com IPA (10 ml). O filtrado e o
produto lavado, que continha acido livre de CA4P, foram combinados em um
outro baléo de fundo redondo de 100 ml. Cloridrato de éster metilico de gli-
cina (0,826 g, 6,51 mmoles) e N,N-diisopropiletilamina (1,254 ml, 7,16
mmoles) foram acrescentados a solugdo combinada. A mistura resultante foi
aquecida em um banho de 6leo com agitagdo magnética. A 60°C, a mistura
se transformou em uma solugéo limpida. A 65°C, a solugéao se transformou
em pasta fluida. A 78°C, a pasta fluida dissolveu para formar uma solugao
limpida. O aquecimento foi interrompido e a solugao foi deixada esfriar len-
tamente no banho de dleo. A 60°C, a semente de sal de éster metilico de
monoglicina de cis-CA4P foi adicionada a solugao para formar uma pasta
fluida. A agitagcdo de 60°C até a temperatura ambiente por cerca de 1 h e
em seguida a temperatura ambiente por uma noite. O sdlido cristalino bran-
co foi isolado por filtragdo com sucg¢édo usando um papel-filtro Whatman N° 1
e lavado com IPA (3 x 10 ml) e secado em uma corrente de ar por 6 h para
dar 2,609 de sal de éster metilico de monoglicina de cis-CA4P (5,38 mmo-
les, 82,6% de rendimento): analise por HPLC, 100% cis-CA4P; p.f. 136,40°C
(DSC);

'H RMN (400 MHz, D,0) & 3,52 (s, 6H, H-15 e H-17), 3,61 (s, 3H, H-
16), 3,71 (s, 3H, H-18), 3,77 (s, 3H, H-21), 3,87 (s, 2H, H-20), 6,26 d, J =
12,1 Hz, 1H, H-8), 6,42 (s, 2H, H-10 e H-14), 6,43 (d, J = 12,1 Hz, 1H, H-7), 6,70

(d, J= 8.8 Hz, 1H, H-3), 6,79 (amostra d, J = 8,8 Hz, 1H, H-4),
7,16 (amostra s, 1H, H-6); '*C RMN (100 MHz, {'H}, D,0) & 41,27 (C-20),
54,58 (C-21), 56,99 (2C, C-15, e C-17), 57,21 (C-18), 62,09 (C-16), 107,60
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(2C, C-10 e C-14), 113,89 (C-3), 122,98 (C-6), 126,22 (C-4), 130,25 (C-8),
130,69 (C-7), 131,37 (C-5), 134,61 (C-9), 137,09 (C-12), 142,42 (d, *Jpc = 6,9
Hz, C-1), 150,89 (d, Jec = 4,6 Hz, C-2), 153,33 (2C, C-11 e C-13), 169,95
(C-19). Analise Calculada para C,1H2sNO1oP: C, 51,96; H, 5,81; N, 2,88; P,
6,38. Encontrada: C, 5 1,74; H, 5,79; N, 2,87; P, 6,30.

(Observagao: Os sistemas de numeragao mostrados acima, e sempre que
estes sistemas de numeracao forem mostrados neste relatério, sao usados
apenas a titulo de conveniéncia e podem nao estar de acordo com a no-
menclatura IUPAC).

A DSC do sal de éster metilico de monoglicina de cis-CA4P (ta-
manho da amostra: 3,7400 mg) esté apresentada na figura 12; a figura 13
apresenta os dados de raios X de p6 para este material (2 bateladas).
EXEMPLO 5
Preparac¢ao do sal de éster etilico de glicina do acido livre de CA4P

Etil acetato (2 ml), solucao de CA4P em isopropanol (150 ul de
uma solugao 0,42 M, 63 micromoles) e solugao de éster etilico de glicina em
éter metil ter-butilico (800 ul de uma solugao 0,08 M, 64 micromoles) foram
adicionados a um frasco de HPLC e agitados vigorosamente por ~3 minutos.
A solucao limpida resultante foi semeada com uma gota de pasta de uma
outra experiéncia e a mistura foi deixada repousar por uma noite a tempe-
ratura ambiente. Formou-se um sélido branco que n&o pareceu ser cristalino
com base no exame microscoépico e entao a mistura foi deixada repousar a
temperatura ambiente por mais trés dias. Eter metil ter-butilico (1 ml) foi
acrescentado e a mistura foi agitada por cerca de 10 minutos. Exame mi-
croscopico da mistura resultante indicou que o sélido tinha se convertido em

agulhas cristalinas. As agulhas foram isoladas por filtracdo a vacuo e seca-



10

15

65

das para dar o sal de éster etilico de glicina de CA4P (22,4 mg 66 M% de
rendimento). Analise de RNM protdnica indicou que a razao de éster etilico
de glicina para CA4P era de 1,7:1. Dados de 'H RMN para o éster etilico de
glicina de CA4P:

'H RMN (300 MHz, D,0) & 1,20 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CH3), 3,60 (s, 6H, H-
15 e H-17), 3,66 (s, 3H, H-186), 3,74 (s, 3H, H-18), 3,79 (s, 2H, CH2N), 4,21 (g, J =
7,2Hz, 2H, CH,CH53), 6,44 (d, J = 12,2 Hz, 1H, H-8), 6,55 (d, J = 12,2 Hz, 1H, H-7),
6,57 (s, 2H, H-10 e H-14), 6,80 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H-3), 6,85 (amostrad, J = 8,7
Hz, 1H, H-4), 7,23 (amostra s, 1H, H-6).

A presente invengcao nao tem seu escopo limitado pelas modali-
dades especificas aqui descritas. Na verdade, varias modificagdes da in-
vencdo, além daquelas aqui descritas, tornar-se-ao evidentes para os ver-
sados na técnica a partir da descricao precedente. Tais modificagdes en-
contram-se dentro do escopo das reivindicagbes anexas.

Varias publicagbes e documentos de patente foram citados
neste relatério, e seus relatérios estdo aqui incorporados em sua integrida-

de a titulo de referéncia.



REIVINDICACOES

1. Composto, caracterizado pelo fato de apresentar a estrutura

g , 0

1
O o g o"g\/ o
? OR? o

geral da formula I:

OCHj

em que
5 um de -OR’ ou -OR? & -O"QH" e o outro é hidroxila ou -O'QH"; e
Q é trometamina.
2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
' pelo fato de que o referido composto apresenta a estrutura da formula la:
HsCO l A
H;CO (4] H
OCHJ “ H. u
o/P\\O‘

OCHs OH

OH

(Ia).

3. Composto de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
10  pelo fato de que R' e R? sao trometamina.
4. Composto de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o composto é CA4P di-trometamina.
5. Composigao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende:
15 (a) um composto como definido em qualquer uma das reivindi-
cacbes 1a4; e
(b) um veiculo farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
6. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 5,
caracterizada pelo fato de que o pH é ajustado por um agente diferente de
20  hidroxido de sédio.

7. Composicao, caracterizada pelo fato de ser formada pela mis-



tura de compostos compreendendo:

(a) um acido livre de CA4P tendo a estrutura:
H3CO l N
HsCO (”)
OCHj O/P(OH e

OCH3;

(b) um composto Q, onde Q é trometamina.
8. Composicao de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizada
5 pelo fato de que compreende ainda um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
9. Processo para preparar um composto como definido na rei-
vindicagao 1, caracterizado pelo fato de que compreende a etapa de conta-

tar, em um solvente, acido livre de CA4P tendo a estrutura:

HaCO. N

HsCO fl)
Scts _R—oH
o) \o

H
OCHj

com um composto Q, onde Q é trometamina.

10 10. Processo de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado
pelo fato de que o referido composto como definido na reivindicagao 1 é pre-
cipitado do referido solvente na forma cristalina.

11. Processo de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado
pelo fato de que o referido acido livre de CA4P é colocado em contato com

15 trometamina em isopropanol aquoso como o referido solvente, seguido por
colheita do sal de mono-trometamina de CA4P do referido solvente na forma

cristalina.
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Solubilidade (mg/ml, eq de acido livre)

1000

100

4/13

Solubilidade em agua de sal de mono
TRIS de CA4P a 25°C
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10
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