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(57} Resumo: ) )
ESTA INVENCAQ PERTENCE A CERTOS COMPOSTOS ATIVOS DE ACIDO CARBAMICO QUE

INIBEM A ATIVIDADE DE HDAC E QUE TEM A SEGUINTE FORMULA: () A E UM GRUPQO ARILO;
Q<1> E UMA LIGACAO COVALENTE OU UM GRUPO LIDER ARILO; J E UMA LIGACAQO DE
SULFONAMIDA SELECIONADA A PARTIR DE: -S(=0)2NR<1>- E - NR<1>8(=0)2-; R<1> E UM
SUBSTITUINTE DE SULFONAMIDO; E, Q<2> E UM GRUPO LIDER ACIDO; COM A CONDICAO DE
QUE SE J FOR -§(=0)2NR<1>-, ENTAC Q<1> E UM GRUPQO LIDER ARILO; E SAIS
FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEIS, SOLVATOS, AMIDAS, ESTERES, ETERES, FORMAS
QUIMICAMENTE PROTEGIDAS, E PRO-FARMACOS DO MESMO. A PRESENTE INVENGAO
TAMBEM PERTENCE A COMPOSICOES FARMACEUTICAS QUE COMPREENDEM TAIS
COMPOSTOS, E A UTILIZACAQ DE TAIS COMPOSTOS E COMPOSIGOES, TANTO IN VITRO
QUANTO IN VIVO, PARA INIBIR HDAC, E, POR EXEMPLO, PARA INIBIR CONDICOES
PROLIFERATIVAS, TAIS COMO CANCRO E PSORIASE.
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RESUMO

COMPOSTOS DE (E)~N-HIDROXI-3~ (3-SULFAMOIL~FENIL)-ACRILAMIDA
E A SUA UTILIZA@A@ TERAPEUTICA

Esta invencg&o pertence a certos compostos atives de
dcido carbdmico gue inibem a atividade de HDAC e que tém a
gegquinte foérmula: (I) A & um grupce arilo; Q<1> & uma
ligagdo covalente ou um grupo lider arilo; J é uma ligacgédo
de sulfonamida selecicnada a partir de: -S{=0)2NR<i>~ & -
NR<1>S (=0)2-; R<1> & um substituinte de sulfonamido; >,

Q<2> & um grupo lider acido; com a condicgdo de que se J for

S{=0)2ZNR<1>~, entdo Q<i> & um grupo lider

ceuticamente aceit

h
W]
[
=
Q

inibir

psoriase.
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DESCRICAC

COMPOSTOS DE (E)~N-HIDROXI-3~ (3-SULFAMOIL~FENIL)-ACRILAMIDA
E A SUA UTILIZA@A@ TERAPEUTICA

CAMPO TECNICO

0o pertence geralmente ao campo de

Q N

Esta invencga

compostos biologicamente ativos, e mais especificamente a

certos compostos ativos de Acide hidroxdmice gue inibem a

G

atividade de HDAC {histona desacetilase). A presente
invencgdo também pertence a composigdes farmacéuticas gue
compreendem tais compostos, e a utilizagdo de tais
compostos e composigdes, tanto in vitro quante In vivo,
para inibir HDAC, e, por exemplo, para inibir condig¢des

proliferativas, tails como cancro & psoriase.

C ADN em células eucaridticas é complexado firmemente
sdc peguenas proteinas positivamente carregadas gue s30
ricas em aminocdcidos bésicos (positivamente carregados em
pH fisioldgice), que entram em contacto com 08 grupos
osfato (negativamente carregados em pH fisioldégico) de
ADN., Existem cinco classes principais de
H H3, e H4. As sequéncias de amincAcidos de histonas
H2A, H2B, H3, e H4 mostram uma conservacao notavel entre
0 gque H1 varia um pouco, € em alguns Ccasos
¢ substituido por outra histona, por exemplo, HbL. Quatro
prares de cada de HZ2A, HZB, H3, e H4 juntos formam um nucleo
de proteina octomérice em forma de disco, ao redor do qual
o ADN (cerca de 140 pares de base) & enrolado para for
um nucleossoma. Nuc

alongamentos curtos de ADN ligante associado a outra
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(veja-se, por exemplo, Howe et al., 1999). Certas enzimas,
especificamente acetilases {(por exemplo, histona
acetilitransferase, HAT) e desacetilases {(por exemplo,
histona desacetilase, HDAC), que regulam o status de

acetilagdo de histonas foram identificadas em muitos

organismos e foram implicadas na regulacdo de numerosos
genes, confirmando 2 ligacgao entre acetilacao e

transcricdo. Vela—-se, por exemplo, Davie, 1993. Em geral,
na correlaciona-se com ativacgéao
o

gue a desacetilac¢do de histona é

Un nimerc crescente de histona desacetilases (HDACs)

foi iden

part
|._I
th
I,_.I
@]
W
[OF
O
2‘\
[0}

ja—~se, por exemplo, Ng e Bird, 2000). A

(veja-se, por exemplo, Tauton et al., 1996) .

Subseguentemente, duas outras desacetilases nucleares de
s foram encontradas, HDACZ e HDAC3 (veja-se, por

xemplo, Yang et al., 1996, 19927, e Emi
é

HDACH (N° de acesso do Genbank NP _(05465)
HDACG6 (N° de acesso do Genbank NP_006035)
HDAC7 (N° de acesso do Genbank AAF63491)

Esta oitc HDACs humanas estdc em duas cclasses
distintas: HDACs 1, 2, 3 e B8 sao na classe I, e HDACs 4, 5,
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Ha um numero de histona desacetilases em levedura,
g

incluinde as seguintes:

RPD3 (N° de acessc do Genbank NP_014(69)
HDA1l (N° de acesso do Genbank P539273)
HOS1 (N° de acesso do Genbank Q12214)
HOS2 (N° de acessoc do Genbank P53096)
HOS3 ({N° de acessoc do Genbank Q02959)

Hé também numerosos desacetilases vegetails, por
exemploe, HD2, em Zea mays (N° de acesso do Genbank
AF254073_1) .

HDACs funcionam como parte de grandes complexos de

© O

(Brehm et al., 1988), recetores nucleares (Wong et al.,
1998) e YYI (Yang et al., 1997) associam-se a complexos de

0O estudo de inibidores de histona desacetilases indica

a

que estas enzimas desempenham um importante papel na

proliferacao e diferenciacgao celular. 0 inibider
Tricostatina A (TSA4) (Yoshida et al., 19%0a) provoca a

parada do ciclo celular em ambas as fases Gl e G2 (Yoshida
e Beppu, 1988), reverte o fendtipo

-
H
1

t
diferentes linhas celulares, e 1induz a diferenciacdo de

células de leucemia de Friend e outros (Yoshida et al.,
1990b). Relatou-se gue TSA (e SAHA) inibe o crescimento

a
r, induzem a diferenciacao terminal, e previnem a
S

a
macdo de tumores em ratinho

g
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Tricostatina A (TSA)

Me,N
A Me Me

\/ P P fﬁx
9

Acido Suberoilanilida Hidroxémico (SAHA)

Ei:ﬂ\ i
\\ A )j\/ ,-ﬁ
H i
Parada do ciclo celular por TSA correlaciona-se com
uma expressdo aumentada de gelsolina (Hoshikawa et ail.,

19924y, uma proteina reguladora de actina gue & regulada

negativamente em cancro de mama maligno (Mielnicki et al.,
29 o celular e

Também foli relatado gue a tricostatina A é 10til no
tratamento de fibrose, por exemplo, fibrose do figado e
cirrose do figado. Veja-se, por exemplo, Geerts et al.,

Recentemente, relatou~-se que certos compostos que

induzem a diferenciacdo inibem as histona desacetilases.

D
~
Lo
[N
<
0]
B

Relatou-se qu rsos compostos anti-tumorais
experimentais, tails como tricostatina A (TSA), trapoxina,

dcido suberoil

=
)

atuam, pelo menos em parte, por meio da inibicdo de histona
desacetilase (veja-se, por exemplc, Yoshida et al., 1990;
t

al., 1998; Kijima et al., 1993). Adiciona
S

relatou-se que sulfeto de dialilc e moléculas relacionadas
(veja—-se, por exemplo, Lea et al., 1999), oxanflatina

(veja-se, pvor exemplo, Kim et al., 1999), MS-27-275, um

derivado sintéticce da benzamida (veja-se, por exemplo,
Saito et al., 19299; Suzuki et al., 19299; ncte-se que MS-27
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5 foi renomeado depois comoc MS-275), derivado
butirato (veja-se, por exemplo, Lea e Tulsyvan, 1995),
FRO 28 (veija-se, por exemplo, Nokajima et al., 1998),
depudecina (veja-se, por exemplo, Kwon et al., 1998), e
bishidroxamida do é4dcido m—-carboxicinamico (ve
exemplo, Richon et al., 1998) inibem as hist
desacetilacses. In vitro, elatou-se gue alguns destes
compostos inibkem o crescimento de células de fibroblasto
causandoc a parada do ciclo celular nas fases Gl e G2, =
rodem levar & diferenciacdo terminal e perda de potencial
de transformagdo de wuma variedade de linhas ce
transformadas (veja-se, por exemplo, Richon et al, 1
shida et al., 1995; Yoshida & Beppu,
1988). In vivo, relatou-se que fenilbutirato €& eficaz no
eucemia promielocitica em conjunto com
ido retinoico (veja-se, por exemplo, Warrell et al.,
1998). Relatou-se que SAHA ¢ eficaz na prevengado da
r t

umores mamdrios em ratos, e tumores de pulméoc

O claro envolvimento de HDACs no controlo de

proliferagdo e diferenciagdo celular sugere gue a atividade

o)

8}

berrante de HDAC pode desempenhar um
mais direta demonstracao de gue as desaceti
ao desenvolvimentc de cancro vem da ané

promielociticas agudas (LPA) diferentes. Na maioria dos
sl

tendo a porgao N-terminal do produto do gene de PML

n
ligado a maior parte de RARu (recetor d

reprime genes alvo por melo do atamento d

repressores de HDAC ao ADN promotor. Durante a2 hema
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complexo repressor, gue permite a expressao de genes
implicados em diferenciaci&o de mieloide. As proteinas de
fusao de RARo gue ocorrem em pacientes com LPA nao sao mais
as aos niveils fisicldgicos de AR e interferem

o dos genes induziveis por AR gue promovem a

diferenciacéo de mieloide. Isto resulta numa expansao

clonal de c¢élulas promielociticas e desenvolvimento de
leucemia. eriéncias iIn vitro tém mostradoe que TSA &

J
Kitamura et al., 2000; David et al., 1998;

9]
®
T
o
=
®
X
E
b

, diferentes linhas de evidéncia sugerem gue

o]
HDACs podem ser alvos terapéuticos importantes em outros

N

tipos de cancro. As linhas celulares derivadas de muitos

cancros diferentes (préstata, colo-retal, mama, neuronal,

hepdtico) 530 induzidas para diferenciarem-se por
inibidores de HDAC (Yoshida e Horinouchi, 1929). Um namero
de inibidores de HDAC foi estudado em modelos animais de

cancro. Reduzem crescimento de tumcr e prcelongam

&3]

|"h

esperanga de vida de ratinhos gue portam tipos di

erentes

de tumores transplantados, incluinde melanoma, leucemia,

Qi

carcinomas do cdlon, pulmio e gastrico, etc. (Ueda et al.,

7 P L gy = ~ y e o Ly 4 o~z
A psoriase ¢ uma doencga de pele desfigurante crdénica
comum  gue € caracterizada por placas bem demarcadas,

~
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seja raramente fatal, tem claramente sérios efeitocs
preijudiciails sobre a gualidade de vida do paciente: isto é
composto ainda pela falta de terapéuticas eficazes. O0s
presentes Lratamentos 580 ineficazes, cosmeticamente
inaceitdveis, ou possuem efeitos secunddrios indesejades.
Existe, portanto uma grande necessidade clinica néo
atendida para férmacos eficazes e seguros para esta

A psoriase € uma doenca de etiologia complexa. Enk

exista claramente um componente genético, com um ndmer

I—J 0
C)
n

loci de genes a estar envolvido, existem também gati

N

ambientais n&o definidos. Qualquer dgque seja a causa finail

da psoriase, ac nivel celular, & caracterizada pela
inflamacédo local mediada por célula T, pox
hiperproliferacao de ueratinécitos, e por angliogéenese
localizada. Estes sao todos 0s processos em gue as histona
desacetilases foram implicadas (ve] e, por exenplo,
Saunders et al., 199%9; Bernhard et al, 1999; Takahashi et
alil, 199¢; Kim et al, 2001). Portanto, os inibidores de HDAC
podem ser de utilidade na terapéutica para a psoriase.
Farmaccs candidatos podem ser rastreados, por exenmplo,
usando ensaios de proliferacdo com células T e/ou

Assim, um objetivo da presente invencdo ¢ a proviséo
de compostos que sdo inibidores potentes de histona

desacetilases {(HDACs). Existe uma necessidade urgente para
a

is compostos, particularmente para utilizacdo como
<

Tais moléculas tém desejavelmente um ou

=
W
P..I
)}
@]
W
6]

~/ou efeitos:

n
()]
O
<
-
ct
®
0
e}
o
T
[}
()]
(@}
O
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()]
[¢3]
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(a) ganhar facilmente acessoc a e atuar sobre células
tumcrais;
(b) regular negativamente a atividade de HDAC;
(c) inibir a formacido de complexos de HDAC;
(d) inibir as interacbes de complexos de HDAC;
(e) inibir a proliferacdo de células tumorais;
(e} promover a apoptose de células tumorais;
() inibir o crescimento de tumor; e,
(g) complementar a atividade de agentes
quimioterdpicos tradicicnais.
Un nimero de compostos de Acido hidroxamico foi

descrito.

N

Sulfonamidas

dcido (2EY -5~ [3~{ {fenilsulfonil)aminc] fenil]-pent-2-en—4
inohidroxdmico, mostrado a seguir, possul atividade anti-
proliferativa in vitro contra vaArios 1linhas de c¢élulas

Chtani et al., 1993, descrevem um numero de compostos

de 4cidce hidroxémico que € reivindicado como  sendo

inibidores de transformacéo de ras. Muitos dos compostos

sdoc compostos de Acido hidroxdmico gue tém um  grupo
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sulfonamida, e que utilizam um lider &cido que é: um

algquilenc (por exemplo, I-24); fenileno—- par
(por exemplo, 1-12); ou naftalen-1,2-diilo (por
20). No entanto, em cada caso, ¢ Jgrupo sulf
SO,NR~, em oposicdo a ~NRSO,~. Também, em cada <aso, O

grupo arilo terminal &

Richon et ai., 2001, descrevem variocs compostos

ramificados que inibem aparentemente a histona

b
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tém um grupo de cido hidroxédmico ({-CONHOH) ligado a um

sdo unidos. Uns poucos compostos lineares de acido

com um Jlider acido -

Delorme et al., 2001, descrevem varios compostos de
4dcido hidroxédmico, incluindo compostos gue £ém, entre

(>
outros, um grupo sulfonamida. Dos 108

Q
O
=
6]
O
n
o
5
O
-
83}
loF
=
C

nas paginas 114-123 no mesmo, 38 sdo acidos hidroxamic
CONHOH), e o restante sidc amidas termi

n
compostos de 4&cido hidroxamico, 54 tém uma ligacdo de
£

E=

Dos b4 Acidos hidroxdmicos de sulfonamida, 51 indicam-
se como tendo um grupe sulfonamida —-SO:NR-, e 3 (compostos
162) indicam-se como tendo um grupo sulf

- NRSOz-.

hidroxdmicos de sulfonamida

u__]
o
o
o
92}
o
o
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s
o
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utilizam um grupco lider Acido de fenilenc-alquileno
(andlcgo a Q° no presente documento). Dos 54 compostos, 52

o]
utilizam um grupo fenileno-para-alguileno, e somente 2

(compostos 41 e 26) utilizam um grupo fenileno-meta-
g respetivamente) . Os

alquileno {(-Ph-CH,~ e -Ph—-(CHy)
os tém um grupo sulfonamida —SO,NER-,

em oposicdo a um grupo sulfonamida -NRSO,-; o anterior tem

Todos, exceto um dos 54 A4cidos hidroxamicos de
sulfonamida tém um grupo arilc ligado diretamente a

fonamida; o composto 100 tem um grupc benzilo (Ph-CHy,—)
a

do um grupo sulfonamida -SONR- ligadce a fenileno-para-

al., 2001)
prioridade é

internacional.

no mesmo); nenh

um grupo sulfonamida "indireto®.

compostos gue tém um rUup -S(=0):R {num caso, um grupo
sulfonamida indireto, —S(=O)ﬁﬁiR8\ posiciconade orto a um
grupo carbonilo ~C{=0) Rys ({(num caso, um grupo de acido
hidroxamico, -C(=0)NHCH}, num nicleo de fenileno. Estes
compostos inibem aparentemente a atividade de
metaloprotease de matriz (MMP). Nenhum dos compostos tem

ot

uma ligacgdo de fenileno-meta-etenileno.

-
—
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C documentc GB 2.312.674 (Ciba-Geigy AG) descreve
certos compostes 4 tetrahidrogquinolina gue sdo tTambém

sulfonamidas, e gue inibem aparentemente a tTripsina e a

descreve uma variedad de compostos, incluindo,
aparentemente, alguns compestos de Aacido carbamico de
sulfonamida "indiretos"® que inibem aparentemente a

atividade de metaloprotease de matriz (MMP). Somente um
pouco dos compostos de acido hidroxamico descritos no
tem uma ligacdo de sulfonamida, e nenhum destes tém um
grupo de fenileno- meta-etenileno.

O documento EP 0 570 5%4 (Shionigi & Co.}) descreve

certos derivados de adcido hidroxamico que inibem
aparentemente o crescimento celular e vascularizacgdo. Todos

)
os compostos de sulfonamida tém um grupo de sulfonamida

s compostos de sulfonamida tém

Kim et al., Oncogene, 1999, Vol 18, pp. 2461-2470

anflatina, e a sua atividade anti-tumoral

mamiferos. A oxanflatina tem um grupo de sulfonamida
"direto® (-S0,NR-), e ndoc tem um grupc de fenileno-meta-

nkellli“LLO .

derivados de Acido idroxamico que aparentemente gsdo
ores de metaloproteinase de matriz (MMP). Nenhum dos

bido
compeostos tem uma ligacgdoc de fenileno-meta-etenileno

-
Ny
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O  documento WO 99/24399 (Darwin Discovery Ltd.)
descrev certos derivados de acido hidroxami e
carboxilico gue aparentemente tém ativida inibidora de
metaloproteinase de matriz (MMP) e fator de necrose tumoral

(TN¥) . Nenhum dos compostos tem uma ligacdo de fenileno-

etrahedron Letters, Vol. 3%, N°

43, pp. 7865-7868 descreve certas hidroxilaminas que s30
e

compostos tem uma ligacaoc de fenileno-meta-etenileno.
Decicco et al., 1997, Bioor & Med. Chem. Lett., Vol.
7, N° 18, p. 2331-2336 descreve certos substitutos de amida

de inibidores de metaloproteinase de matriz (MMP), e enm

SUMARIO DA INVENCAO

Um primeiro aspeto da invencdc & um composto da

sequinte fdérmula ou um sal farmaceuticamente aceitéavel do

0 9
A—0Q! E}j“ﬁ Q- C-—ﬁmDH
R' O

R & -H, -Me, -Et, -—-nPr, —-iPr, -nBu, -sBu, ou —-tBu; e

zO[
(D

—
(i)
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Numa forma de realizacgdo, Q@ ¢é um grupo Ci—alguileno

saturade alifatico.
Numa forma de realizacd&o, R & -H, -Me, ou -Et.

Numa forma de realizacdo, o composto € um composto da
seguinte fdérmula ou um sal farmaceuticamente aceitavel do

mesmo:

Numa forma de realizacgdc, o compostc é um composto da

47

seguinte fdérmula ou um =sal farmaceuticamente aceitdvel do

mesmo:

Um segundc aspeto da invengdc € uma composicido gue
d

e

'®)

) primeiro aspeto e um portador

@

compreen de um co mp

¢
farmaceuticamente aceitéavel.

Um fterceiro aspeto da invencdo €& um composto do

primeiro aspeto para utilizacido num método de tratamento do

corpo humano ou animal.

Um quarto aspeto da invencd&o € um composto do primeiro

aspeto para utilizacdc num método de tratamento de uma

ju)]

-
EEN
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condig&o proliferativa.

Um guinto aspeto da invencdo ¢ um composto do primeiro

aspeto para utilizacgido num método de tratamento de cancro.

Um sexto aspeto da invencdo € um composto do primeiro
r

Um sétimo aspeto da inven

-~
b

composto do primeiro aspeto para o fabrico de um

medicamento para O tratamento de uma condicgéao

P o A -
proliferativa.

Um oitavo aspeto da invengdo € utilizacdo de um

composto do  pri

=

neiro aspeto para o fabrico de um

medicamento para O tratamento de cancro.

Descrevem-se no presente documento compostos ativos de

dcido hidroxdmico gue inibem a atividade de HDAC.

Também se descrevem no presente documento composto

ativos gque tratam uma condigdoc proliferativa, tal como
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tricostatina A).

presente

composigido que compreende um composto como descrito no
presente documento e Um portador farmaceuticamente
aceitavel.

Também se descrevem no pregsente documento métodos de
inibig¢d&o de HDAC numa célula, que compreende colocar enm

contato a dita célula com uma guantidade eficaz de um

composto ativo,

Também

documento métodcs de

inibigéo de proliferacgdo celular, gue compreende colocar em
contato uma célula com uma quantidade eficaz de um composto
ativo, como descrito no presente documento, seja in vitro
ou in vivo

Também se descrevem no presente documento métodos de
tratamento de uma condigido proliferativa num paciente gue
compreende dministrar ao dito paciente uma guantidade
terapeuticamente eficaz de um composto ativo, como descrito
no presente documento. Numa forma de realizacdo preferida,
a condicdo proliferativa & cancro. Numa forma de realizacdo
creferida, a condicéo proliferativa é psoriase.

Também se descrevem no presente documento métodos de
tratamento de uma condicdo num paciente qgue ¢é conhecida
como sendo mediada por HDAC, ocu que € conhecida como sendo
tratada por inibidores de HDAC ({tal como, por exemplo
tricostatina A4), que compreende administrar ac  dito
paciente uma guantidade terapeuticamente eficaz de um
composto ativo, como descrito no presente documento.

Também se

-
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o]
©
[

]
&
a
F_J.
F_.J
FJ.
[
j63)

)
an
O

ativo, como descrito no presente documento,

&3}
3
E
=
&3}
P_.J

num método de tratamento do corpo humano ou

Também se descreve no presente documento utilizacgdo de

um composto ativo, como descrito no presente documento,

Numa forma de realizacgéao preferida, a condicgao

ambém se descreve no presente documento utilizacgdo de
um composto ativo para o fabrico de um medicamento, or
exemplo, para o tratamento de condigdes que sao conhecidas

como sendo mediadas por HDAC, ou gue s3o conhecidas como

N J - . SR J - . : [V, B J T Yl SR - P -
sendo tratadas por inibidores de HDAC (ta CoOmo, Por
=, [ + S . ~+ = ) g Vst ~ g ~ —~
exemplo, tricostatina A), come discutido no  presente

documento.

Também se descreve no presente documento um kit gque
eende {(3) 0 composto ativo, preferentemente

proporcionado como uma composigac farmacéutica e num

recipiente adeguado e/ou com embalagem adequada; e (b)
instrugdes rara utilizacdo, por exemplo, instrugdes

escritas sobre como administrar o composto ativo.

Também se descrevem no presente documento compostos
obteniveis por um método de sintese como descrito no
presente documento, ou um método gque compreende um método

t

ese como descritc no presente documento.

Também se descrevem no presente documento compostos
obtidos por um método de sintese como descrito no presente
decumento, ou um métodce gue compreende um meétodo de sintes

como descrito no presente documento.

-
~
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Também se descrevem no presente documento novoes
intermedidrics, como descrito no presente documento, gue
sdo adequados para utilizacdo nos métodos de sintese

Também se descreve no presente documento a utilizacgio
de tais novos intermedidrios, como descrito no presente
documento, nos métodos de sintese descrito no presente

documento.

Compostos

Descrevem—se no presente documento compostos de acido

o
FJ.
Q.
ks
A
(O3
B
I_l.
0
o
o}
@
ot
O
R
5
a
[s3)

A Qe Jo e C—N-oH {1)

b
0]
=
=3
c
o)
O
o))
[
™
F__J
O
-

1 - a4 ~ - i N . . -
Q" & uma ligacao covalente ou um grupo lider arilo;

ligacdo de sulfonamida seleciconada a partir de:

R* & um substituinte de sulfonamido; e,
Q¢ é um grupo lider acido;

—
o]
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rmacos

Em formas de

hidroxémico,

farmaceuticamente aceitaveils, amidas,
T

av
gquimicamente

éteres, formas protegidas, e prod-
do mesmo.

realizagao preferidas,

~C (=0)NHOH, ndo é modificadc ¢

& um éster).
Também se descrevem no presente documento compostos de

dcido

em gue:

Al

w

J €& uma

=1 & T

)R e um
z 2

Q" & um

Numa
covalente

compostos

Numa
lider

hidroxdmico

arilo, J

@

forma de realizacdo preferida, O ¢é uma ligacéo
ou um grupo lider arilo, J & -NR'SO,~, e o0s

tém a

forma de

-
w0
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formulia:

o=0

Numa forma de realizacdo preferida, Q ¢é uma ligacdo
; mle ~
covalente, J & -NR SC,—, & o035 compcestos tém a seguints

férmula:

O
.,
At Q" —C—N-OH 4)
R' O

~

O Grupo Arilo, A

Numa forma de realizacgdo preferida, A

[0S

um  grupo

fenilo, e é opcionalmente substituido.

Numa forma de rea.

i)

o
enilo opcionalmente substituido da férmula:

0]
—
=
0]
®
o]
N
o
ot
=

namero inteiro de 0 a 5 e cada R

dentemente um substituinte como definido no presente

fenilo opcionalmente substituido, oh & uma ligacgéo
covalente ou um grupo lider

compostos tém a seguinte formul

20
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Numa forma de realizacgdo preferida, A €& um grupo

fenilc opcioconalmente substitu

arilo, J & -NR'SO;-, e 03 compo

Numa forma de realizacao preferida, A & um grupo
fenilo opciconalmente substituido, 0 e uma ligacéo
covalente, J é -NR'SO,~, e os compostos tém a seguinte

=0

-+
C
=
T
Oyt
2,
i
B
o
I
=

izagéo preferida, n & 0.

incluem, mas nao sao limitados a, o0s seguintes: fluoro,
cloro, bromo, iodo, metilo, etilo, iscopropilo, t-butilo,
ciano, trifluorometilo, hidroxi, metoxi, etoxi, iscopropoxi,
triflucrometoxi, fenoxi, metilitic, trifluorometiltio,

hidroximetilo, amino,

amido (nao substituido, isto &, —-CONH,), acetamido,
acetilo, nitre, sulfonamido {(ndo substituide, isto &,

Numa forma de realizagdo preferida, ¢ ¢é uma ligacéo
covalente,
Numa forma de realizagdoc preferida, O € uma ligagio

21
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covalente ou um grupc C.ralquilenc saturado alifatico. Numa

XL 4

forma de realizagdo preferida, Q@ é um grupo C;salguilenc

Numa forma de realizacido preferida, Q ¢é uma ligagdo
a

i
valente ou um grupo C;salguileno saturado linear. Numa

= s
forma de realizacdo preferida, Q € um grupo Ci;salguileno

saturado linear.

covalente ou um grupo Cisalguilenc saturade ramificado.
Numa forma de realizaclo preferida, Q ¢ um grupo Ci_

salguilenc saturado ramificado.

O Grupo Lider Arilo, Q : Comprimento da Estrutura Principal

forma de realizacg&o, o grupo lider arilo, O, tem
u

ra principal de pelo menos 2 atomos de carbono;

@ i
arilo, A, e o grupo sulfonamida, J, tem 2 ou mais atomos,
mais especificamente, 2 ou mails atomos de carbono. Neste
sentide, o0s grupos tais como metileno (~CHy~) e metileno
substituido (-CR;~ e ~CHR-) sio excluidos.

Numa forma de realizagdo, o grupo lider arilo, Q,
u

ot
(1
=

ra principal de 2 atomos de carbono.

Numa forma de realizacgdo preferida, Q
estrutura principal de pelc menos 2 atomos de carbono, e é

um grupo Cpsalquileno saturado alifédtico.

Numa forma de realizacdo preferida, Q' tem uma
estrutura principal de pelo menos dtomos de carbonoc, e &

22
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Numa forma e realizagdo preferida, Q' tem uma
estrutura principal de peloc menos 2 adtomos de carbono, e é

um grupo Crralgquilenc saturado ramificado.

Numa forma de realizagdo preferida, o grupo lider

arilo, O, ¢é ou: uma ligacgao covalente, ou: Tem uma
estrutura principal de pelo menos 2 dtomos de carbono.

Numa forma de realizagdo preferida, Q° € ou: uma
ligacado covalente, ou: tem uma estrutura principal de pelo
menos 2 Atomos de carbono e € um grupo Cs:alguileno

saturado alifatico.

Numa forma de realizacdo preferida, Q €& ou: uma
ligacdo covalente, ou: tem uma estrutura principal de pelo
menos 2 Atomos de carbono e € um grupoc Crsalguileno

saturadc linear.

+

Numa forma de

-

preferida, Q° ¢ ou:  uma
ligacdo covalente, ou: tem uma estrutura principal de pe

meno 2 Atomos 2 carbono e & um grupc Craalguile

(6]

saturado ramificado.

O Grupo Lider Arilo, Q : Certas Formas de Realizacgdo

Note-se gue, para as formas de realizacdo exciuindo,
tos da

estrutura principal, etc., €& para ser entendido gue a

por exemplo, uma ligac¢do covalente, certos comprimen

23
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uma ligagdo covalente;
- CH;—, —(CH;)z—, —(CHy)s—, —(CH;)s—, —(-CHy)s—,
- CH=CH-;
- CH=CH-CH=CH-;
- C (CHz) =CHCH=CH~-, ~-CH=C (CHz) CH=CH~, -CH=CHC
e —CH=CHCH=C (CH,) ~;
- "H=CHCH,CH,CH,— & —-CH,CH,CH,CH=CH-; e,

{(ciclopent-1, 3—-ileno)

g

/o

Wt

{4—ciclopenten-1, 3-ilenoc)

Numa forma de realizacdo preferida, Q° & selecionado a

partir de: uma ligagdoc covalente, ~-CH,—, ~-CH,CH,—, -
H,CH:CH,;—, —-CH=CH- e —-CH=CH-CH=CH-.
O Substituinte de Sulfonamido, R
- \] o T = e T ORI | rl A =

Numa forma de realizacgdoc preferida, R & -H, -Me, -Et,

-nPr, -iPr, -nBu, -sBu, ou —-tBu.
= i - 4 - = R - J - T ] 2 b
Numa forma de realizagdo preferida, R & -H, -Me, ou -

Numa forma de realizacgdoc preferida, R é -H,
O Grupo Lider Acido, Q°
~ 4 ~ = 2 ~2 < - :
Numa forma de realizacado preferida, Q° é fenileno
metileno, fenilenoc-etileno, fenileno-propileno, ou
fenileno-etenileno {(também conhecido COmo fenileno-

vinileno) .
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Nos grupos acima, a ligagdo de fenileno pode ser orto

COy

meta, ou para, e o grupc de fenileno & opcicnalmente

substituido com de 1 a 4 substituintes de arilo, R":

Pt
s
{

A,

orto meta para

Numa forma de realizacgcdo preferida, a ligacdo de
fenileno é meta.

Numa forma de realizacg8o preferida, m & 0.

Exemplos de substituintes de arilo preferidos, R,

incluem, mas nao sao

-

imitados a, o0s seguintes: fluoro,

cloro, metilo, tilo, iscpropilo, t-butilo,
trifluorometilo, hidroxi, metoxi, etoxi, iscpropoxi,
metiltio, amino, dimetilamino, dietilamino, morfolino,
acetamido, nitro, e fenol.

Numa forma de reali

zacdo preferida, Q ¢é uma ligacgéo
covalente ou um Jgrupo >r arilo, J & R'SO,—, Q° &
fenileno—- meta-trans-etileno, & ©os compostos tém a seguinte

férmulac:

25
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Q
o

(11)

Numa forma de realizacdo preferida, Q € uma ligacgéo

= . Z - 1 2 2 - L Il P S o~
covalente, J & -NR S0O,—, Q° é& fenileno-meta-trans-etileno, e
os compostos tém a seguinte formula:

Numa forma de realizacido preferida, Q° €& um grupo

a
)i
2
x

/EE 3 (11)
H

Numa forma de realizacdo preferida, o grupo lider
arilo, Q° tem uma estrutura principal de pelo menos 2
dtomos de carbono.

e e T e e o e 1 4« A -4
Numa forma de realizacgdo preferida, @ & —-CH:CH:—, J é&

-NR'80,-, 0% & fenileno-meta-trans-etileno, e os compostos
\
O

26
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Numa forma de realizacgdo preferida, A €& um grupo
fenilo opcionalmente substituido, oh & uma ligagéo
ovalente ou um grupo lider arilo, J & -NR'S0,-, 0Q° &
enileno-meta-trans—-etileno, e o0s compostos tém a seguint

férmula:
B
R..
3 2
7\ ; Q {14)
N S E—
R&/&;:J i, i
blieaad R' O
Numa forma de realizagdo preferida, A € um grupo
fenilo opcicnalmente substituido, Q é uma ligacgéao
. 1 2z L 3 -
covalente, J é -NR'SO:—, Q° é fenileno-meta-trans—-etileno, e
os compostos tém a seguinte formula:
(15)
Numa forma de realizacao preferida, A €& um grupo
. . 1 . 4 .
fenilo opcionalmente substituido, Q ¢ um grupo lider
arilo, J é -NR'SO,-, Q° é fenileno-meta-trans-etileno, e os
compostos tém a seguinte formula:
3 2
7\ i (14)
e
A J— i
R0 R
Numa forma de realizacdo preferida, o grupo lider
arilo, Q°, tem uma estrutura principal de pelo menos 2
dtomos de carbono.
Numa forma de realizacéo preferida, A é um
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{16)

Exemplos de Formas de Realizacdo Especificas

Algumas formas de realizacgdo individuais da presente
¢

2o incluem o©s seguintes compostos.

11 X PX105684

12 i 2 PX105685

F__l
~J
5§
e
i
(-

o
(@3]
it
'_4

~ J% OH

—
0
s}
e
[l
(]
[€))
[@]
[
D

Termos Quimicos

P e 11 p A5 4 3 " o e -
ado, como & usado o rresente
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C termo “insaturado,” como €& usadc no presents
documento, pertence a compostos e/ou grupos dgue tém pel

menos um ligacgdo dupla ce

()J

irbono-carbono ou ligacgdo tripla

carbono-carbono.

0O termo "alifatico,"™ comc € usado no presente
documento, pertence a compostos e/ou  grupos gue Sao
lineares ou ramificados, mas nao ciclicos {(tambeéemnm

conhecidos como grupos ®ciclicos™ ou "de cadeia aberta”™).

meic da remogéo de duas atomos de hidrcgénio, ambos do

n
erentes, de um composto de C;shidrocarboneto que

¢

aliciclico, ou uma combinacdo do mesmo, & que pode ser
saturado, parcialmente insaturado, ou completamente

insaturado.

Exemplos de grupcos Ci.yalguileno lineares saturados

incluem, mas ndo sdo limitados a, -{CH:),~- onde n & um
nuamero inteiro de 1 a 7, por exemplo, -CHz- {(metileno), -
CH,CH,— (etileno), -CHyCH,CH,—- (propileno), e —CH;CH,CH,CH,-
{(butilenoc).

Exemplos de grupos Ciyalguileno ramificados saturados
incluem, mas ndo sdo limitados a, —-CH(CH:)-, —-CH{(CHs)CH:;—, -
CH (CH}) CHZCHZ_, -CH (CH ) C“‘ “‘QC-“‘-y _CEiZCH (CHg) CHZ_, -

CH,CHp~, ~CH (CH,CH3z) -, ~CH {(CH,CHs) CHz—, e
H

29
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representadas no presente documento usando abreviagdes bem
conhecidas, incluindo, mas nao sac limitadas a, metilo
{(Me), etilo (Et), n-propilo (nPr), iso-propil

o)
ul, terc-butilo {(tBu), n-hexilo

@]
—
@]
e
.

, € acetil

a ostos quimicos séo

representados no presente documento usando abreviacdes bem

conhecidas, incluindo, mas nao sao limitadas a, metanol

(MeOH), etanol (EtCH), iso-propanol {(i-PrCH), metil etil

cetona (MEK), adcido acético (AcOH), diclorometano {(cloreto

de metileno, DCMY, dcido trifluorocacético (TFA),
t

dimetilformamida (DMF), e tetrahidrofurano (THF).

geometricas, opticas, enantiomericas, dliastereoméricas,
epiméricas, estereoisoméricas, tautcméricas,

19}
conformacionais, ou anoméricas particulares, incluindo, mas
a
do e exo; formas ; S, & meso;
formas D e L; formas (+) e (-); formas ceto, enocl, e
enolato; formas syn e anti; formas sinclinais e
anticlinais; formas o e [p; formas axiais e equatoriais;
formas de Dbarco, cadeira, espiral, envelope, e meia
cadeira; e combinagdes das mesmas, a segulr no presente

documento coletivamente denominados como "isdmeros® (ou

Note-se que, exceto como discutido a segulr para
formas tautoméricas, especificamente excluido do termo

"igdmeros, " como & usado no presente documento, s&0

30
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pela posicido de 4Atomos no  espago). Por exemplo, uma
referéncia a um grupo metoxi, -0CH;, naoc é para ser

inte

O

>rpretado como uma referéncia ac seu isdémero estrutural,
um grupo hidroximetilo, ~CH,CH. De maneira similar, uma
referéncia a orto- clorofenilo nédo € para ser interpretado
como uma referéncia ao seu isdmero estrutural, meta-

clorofenilo. No entanto, uma referéncia a uma classe de

estruturas pode bem incluir formas estruturalmente
&ri gue estao dentro dessa classe {(por exemplo, Ci-

;alquilo inclul n-propilo e iso-propilo; butilo inclui n-—,

e para-metoxi- fenil).

A exclusido acima nédo pertence a formas tautoméricas,

(@]

1, e enclato, como em, por

4=

or exemplo, formas ceto, en
exemplo, 08 segulntes pares tautoméricos: ceto/enol
(ilustrado a seguir}), imina/enamina, alcool de amida/imino

ERUS I, P R . - / o3 it A Lo T
amidina/ amidina, nitroso/oxima, CLiocetona/senet1o N

Note-se que estdo especificamente incluidos no termo

"isdmero” os compostos com uma ou mals substituicdes

isotdpicas. Por ex pode ser em qgualguer forma

. P . 1 1, 2 3, - i}

isotdpica, incluindo H, H (D), & "H (Ty; C pode ser em
. . . . B . 12~ 13 14~ N

uer isotopica, incluindo c, c, e C; O pode

a
. L. o s . : 4 g 16 18
uer forma 1isotdpica, incluindo 0 e 0; e

A ndo ser gque de outro modo especificado, uma
referéncia a um composto particular inclui todas tais

31



EP1328510B1

, incluindo as formas racémicas e outras

mas. Os metodos para a preparagdc (por

exemplo, sintese assimétrica) e separacéo (por exemplo,
meios cromatograficos e de cristalizacdo fracionada) de

A nao ser e de  outro meodo especificado, uma
referéncia a um composto particular também inclui formas
o {(por exemplo, hidrato} do mesmo,

como dis

0]
O
[
0]
b
0]
=
o]
=

O
*’)

utido a seguir

Pode ser conveniente ou desejidvel preparar, purificar,

e/ou lidar com um sal correspondente do composto ativo, por

exemple, um sal farmaceuticamente aceitdvel. Exemplos de
sals farmaceuticamente aceiltéaveis séao iscutidos em Berge

Pharm. Sci., Vol.
Por exemplo, se o composto fo n
grupc funcicnal gue pocde ser anidnico (por exemplo, -~COOH

pode ser -CO0O"), entdo um sal pode ser formado com um

a, ido de aménio (isto €&, NHi+) e 1id6es de amdnio
substituidos {por exemplo, NH3R NH>R:, NHFJ, NE.") .
Exemplos de alguns 1des de amdnio substituidos adequados
saoc agqueles derivados de: etilamina, dietilamina,

etilenodiamina, etanolamina, dietanoclamina,

xemplo de um 130 de aménio quaterndrio comum é N(CHs)4 .
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funcional gue pode ser catidnico (por exemplo, -NH. pode
ser -NH3;'), entido um sal pode ser formado com um anido
adequado. Exemplos de anides inorganicos adequados incluem,
mas nao sao limitados a, agueles d

dos inorgédnicos: acido cloridrico, bromi

erivados dos seg

1
gilutémico, benzcico, salicilico, suifanilico, 2-
acetioxibenzoico, fumédrico, toluenossulfodonico,
metanossulfdnico, etanossulfdnico, etano dissulfdénico,

a B
H

Pode ser conveniente ou desejavel preparar, purificar,

e/ou lidar com um solvato correspondente do composto ativo.
C termo "solvate® é usado no presente documento no sentido

convencional para referir—-se a um complexc de soluto (por
exemplo, composto ativo, sal de composto ativo) e solvente
Se o solvente for agua, o solvato pode ser convenlentemente
denominado como um hidrato, por exempleo, um monohidrato, um

dihidrato, um trihidrato, etc.

Pode ser conveniente ou desejavel preparar, purificar,

, s 3 - e - .
e/ou lidar com o© composto ativo numa fo

s

r
protegida. O termo "forma quimicamente protegida,® como é
usado no presente documento, pertence a um composto em que

um ou mals grupos funcionais reativos sdo protegidos de

yscaramento). Por meio da protecdo de um

grupos
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funcionals reativos ndo protegidos podem ser realizadas,

sem afetar © grupo protegide; o© grupe protetor pode sex

removido, usualment numa etapa subsequente, sem afetar
substancialmente o restante da molécula. Veja-se, por

Synthesis

)
Sons, 1999).
Por exemplo, um grupc hidroxi pode ser protegido como

um éter (-0OR) ou um éster (-0C{=0)R), por exemp

t-butil éter; um benv

Por exemplo, um grupc aldeide ou cetona pode ser

protegido como um acetal ou cetal, respetivamente, em gue o
grupo carbonilo (>C=l ¢ convertido a um diéter (>C(OR):),
por me da reacéo com, por exemplo, um Alcool primdrio. O
grupo aldeido ou cetona € prontamente regenerado por meio
de hidrélise usandoe um grande excesse de agua na presencga

Por exemplo, um grupo amina pode ser protegido, por
exemplo, como uma amida {~-NRCO-R) ou um uretanc (~NRCC-0ORj},

por exemplo, como s uma metil amida (-NHCO—-CH3) ; uma.

benziloxi amida (-NHCO-OCH,CsHs, —-NH-Cb=z}; como uma t-butoxi
amida (—NHVO—OC(Cﬁgy” -NH-Boc); uma 2-bifenil-Z-propoxi
amida ~NHCO-0C (CHz) ,CsH4CsHs, ~NH-Bpoc}, como uma S
fluorenilmeto amida {(-NEH-Fmoc}, como uma -

N
|

nitroveratriloxi amida (-NH-Nvoc), COmo uma

trimetilsililetiloxi amida (- NH-Teoc)}, como uma 2,2,2-

tricloroetiloxi amida {-NH-Troc), como uma aliloxi amida (-
1

NH-Alloc), como uma Z{-fenils
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Psec); ou, em casos adeguados {(por exemplo, aminas
ciclicas), como um radical nitrdoxido (>N-Ce).

.

Por exemplo, um grupo de &acido carboxilico pode ser
protegido comoc um éster ou uma amida, por exemplo, Ccomo: um
o) o

; um éster metilic

Por exemplo, um grupo tiol pode ser protegido como um
tiocéter (-SR), por exemplo, como: um benzil tiocéter; um

acetamidometil éter (-S-CH,NHC (=0)CHs).

Pode ser conveniente ou desejavel preparar, purificar,
e/ouw lidar com o compostc ativo na forma de um pro-farmaco.

(D~

O termo "prdé-farmaco," como usado no presente documento,

pertence a um composto gue, qgquando metaboliz:

[43]
0.
o]
-
¢!
w
o]
o
o
N
-
s

composto ativo desejado. Tipicamente, o pré-farmaco é
inativo, ou menos ativo que o composto ativeo, mas pode
proporcionar propriedades de manuseio, administracio, ou
licas wvantajosas. Por exemplo, alguns prdé-fadrmacos
o ésteres do composto ativo; durante metabdlise, o grupo
éster ¢é clivade para produzir o farmaco ativo. Também,
guns pré-fadrmacos sadoc ativados enzima a
produzir o composto ativo, ou um composto que, apds reacido
quimica adicional, produz o compoesto ativoe. Por exemplo, ©

pro-~farmaco pode ser um derivado de ag¢ucar ou outro
g ] v
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facilitar a sintes
t t

e documento.

Os compostos descritos no presente documento podem ser

J
Y
KoL)

; por exemplo, pelos métodos descritos no

5
[0
T
o3}
I
Q
n
N

presente documentc, ou por meio da adaptacgdao destes ou
outros métodos bem conhecidos de formas bem conhecidas.

Num método, um arilalideido & feito reagir com oOleum
rara formar um produto de sulfonil-arilaldeido. © grupo
aldeido é entdo feito reagir com um éster de fosfono, para
el

mar um éster de Aacido carboxilicce pendente. O grupo

o é feito reaglr com hidroxilamina para

formar o correspondente dcido hidroxamico.

, misturar a temperatura ambiente durante

j83]
=}
@]
l._l
ot
D

adicicnar Hy0 fria, adicicnar CalCls; (i1} K,CCs,

oy T - T, 3o 3 4 T o~ oy 1 AT R o B - N
(111} cloreto e tionilo, benzenco, DMF, refluxo, uma hora;

(iv)y anilina, piridina, DCM, 50°C, 1 hora; (v} NaOH, MeOH;

1]

vi cloreto e oxalilo, IME,  DCM, C, ora; (vii
{(vi) 1 d 1il DM DCM 40° 1 h )

oridrato de hidroxilamina e NaHCO; em TH

—

I
."]j
[ws

Cemperatura
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f e |
S =
GHO MNa0,5 CHO
{ii) E = 9
PN
MNal,$ COQMe
{iii} E = 3
e R
cis0y” . F Ncoome
{iv} =
e |
B
{v} = |
mmemmigon i
T,
{vi} "
— |
T
{wii) e
=
u:,:\.
Usando aminas ao invés de anilina, os correspondentes

produtos podem ser obtidos. A utilizacgdo de anilina, 4-

ilina, d-metilanilina, d-bromoaniiina, 4-

1
cloroanilina, 4-benzilamina, e 4-fenetiamina, entre outros,
t

Em outro métcdo, um aminoacidc adegquado (por exemplo,
w—-aminoacido) gue tem um acido carboxilico protegido (por
0, como um éster) e um grupo amino nao protegido é

e - S - 3 - ¥ - vy e - - J - 3 . - ]~ 44 - -
feito reagir com um composto de cloreto de sulfoni
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exemplo, RS0C,C1l) para dar a correspondente sulfonamida que

tem um &cide carboxilico protegido. O

carboxilico livre, gque €& entidc feito reagir com, por

exemplo, resina de 2-clorotritil hidroxilamina seguido por

dcido (por exemplo, 4&cido trifluorcacético), para dar o

L
=
=
Q
@]
Q.
o
[9)]
@
-
D
O
o

dcido hidroxén

Um exemplo desta abordagem ¢ ilustrado a seguir, no
uema 2, em gque as condigdes de reacldo s&o como se segue:
RS0,Cl, piridina, DCM, temperatura ambiente, 12 horas;
i) 1 M LiOCH ou 1 M NaOH, dioxane, temperatura ambiente,
3-48 horas; (i1ii} resina de 2Z-clorotritil hidroxilamina,
HOAt, HATU, DIPEA, DCM, temperatura amblente, 16 horas; e

r
(iv) TFA/DCM (5:95, v/v), temperatura ambiente, 1,5 horas.
Esguema 2

,,,L B0 =

4

E10 =

\

(i) = @v) HO

H

Os métodos adicionals para a sintese de compostos

descritos no presente documento sdo ilustrados a seguir.
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Esguema 4
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Esguema 5
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Esquema 10
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X
atividade de complexos de HDAC), bem como métodos de
inibig¢dc de atividade de HDAC, qus compresendem colocar em
contato uma célula com uma quantidade eficaz de um composto

ativo, seja in vitro ou in vivo.

atividade de HDAC, e especificamente incluil tanto compostos
com atividade intrinseca (farmacos) bem como pré-fadrmacos
de tals compostos, cujos pré-farmacos podem por si mesmos
exlbir pouca ou nenhuma atividade 1ntrinseca.

Um perito na especialidade € prontamente capaz de

ensalios gue podem convenientemente ser usados para
£«
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Por exemplo, uma amostra de células (por exemplo, de

\

um tumor) pode ser feita crescer 1in vitro e um composto

e
vy e = = s - T N T J 1
composto sobre agquelas células observado. Como exemplos de

fefeito,® o status morfoldgic das céiulas pode gser
niveis de

determinado (por exemplo, vivas ou moertas), ou 08
e

ser usado como um marcadcor de progndsticce ou diagndstico da
n

eficdcia do composto em métodos de tratamentce de um
paciente qgue porta células do mesmo tipo {poer exemplo, ©
tumor ou um tumor do mesmo Lipo celular).

Descrevem—-se 1no presente documento agentes anti-
proliferativos. 0O termo "agente anti-proliferativo™ como é
usado no presente documento, pertence a um composto gue

trata uma condicgdo proliferativa (isto €&, um composto gue &
u nto

de uma condicdo proliferativa).

Os termos "eoroliferacao celular, ™ Fcondigdo
proliferativa,” "distturbio croliferativo, ™ ) T"doenca
proliferativa,”™ sdo usados intercambiavelmente no presente
documento e pertencen a uma proliferacgéo celuliar
incontrolada ou indesedjada de células excessivas ou

anormails que & indeseijada, tal como, crescimento neoplasico
eja 1in vitro ou in vivo. Exemplos de
condigdes proliferativas incluem, mas ndoc sao limitadas a,

proliferacgdo celular pré-maligna e maliqna, incluindo, mas
0

incluindo, mas ndo ¢é¢ iimitadc a, puimdc, cdlon, mama, do

ovario, prdéstata, figado, pancreas, cérebro,

)]

pele.
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Os compostos anti-proliferatives descritos no presente
documento tém acdo no tratamento de cancro, e assim

3
descrevem—se no presente documento agentes

anti-cancro. O
termoc "Tagente anti-cancro® como € usado no presente

documento ertence a um composto gue trata um cancro (isto
é, um composto que € Uutil no tratamento de um cancro). O

efeito anti-cancro pode surglr através de um ou mails

de proliferacgcdo celular, a inibicdao de angiogénese (a
formacdo de novos vasos sanguineosy), a inibigd&c de

metdstase (o espalhamento de um tumor desde

023

a inibigéo de invasao (o es ia
em estruturas normais vizinhas), ou a promocdo de apoptose

(morte celular programada).

Os compostos descritos no presente documento podenm
também ser usados no tratamento de condigdes que séo
conhecidas como sendo mediadas por HDAC, ou gque séao
conhecic inibidores de HDAC (tal

como, A). Exemplos de tais

condicgde

o, Vigushin et al., 20

soriase (veija-se, por exemplo, lavarone et al., 1999).

I__J

Disturbios fibroproliferativos (por exem

figade)} {(veja-se, por exemplc, Niki et al., 1999; Corneil

1
aterosclerose, restenocse) (veja-se, por exemplo, Kimura

o
@]
’D
3

o2
93]
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o
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Q
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Q
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@]
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]
5
{
=
e
|03
e}
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«{3
Q¥
®

Alzheimer, doencga de Parkinson, coreia de Huntington,
esclerose lateral amiotrdéfica, degeneracao
esplnocerebelar) (veja-se, por exemplo, Kuusisto et al.,

20013
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Doengas que envolvem angiogénese (por exemplo, cancro,
artrite reumatcide, psoriase, retinopatia diabética)

Disttirbios hematopoéticos (por exemplo, anemia, anemia de
célula falciforme, talassemia) (veja—-se, por exemplo,
McCaffrey et al., 1997).

Infegdo fingica {veja-se, por exemplo, Bernstein et al.,
2000; Tsuji et al., 1976).

Infecao por rarasitas (por exemplo, malaria,
tripanossomiase, helmintiase, infeg¢les por protozodrios

: . R
ja~se, por exemplo, Andrews et al., 2000).

e
fecido bacteriana {(veja-se, por exemplo, Onishi et al.,
9

infegao viral (veja-se, por exemplo, Chang et al., gog)y.
Condigd tratdveis por modulacdoc imune (por exemplo,
esclerose mﬁltlpla, diabetes autoimune, lipus, dermatite
atdpica, alergias, asma, rinite alérgica, doenca
inflamatdria do intestino; e para melhorar ¢ enxerto de
transplantes) ({veja-se, por exemplo, Dangond et al., 1998;
Takahashi et al., 1992¢).

Também se descrevem no presente documento composto

ratamento do Ccorpo

farmacéutica.
¢ termo Ttratamento,” como € usado no presente

documento no contextc de tratamento de uma

pertence geralmente a tratamento e terapéu Ja de um

ser humanc ou um animal (por exemplo, em a

ot
}_
0
W
6]
o O o0
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veterindrias), em gque algum efeito terapéutico dese

alcancado, por exemplo, a inibicéo do progressc da
condigéo, e inclui uma reducdo na taxa de progresso, uma

paragem na taxa de progresso, melhora da condicédo, e cur

r
ondicgdo. O tratamento como uma medida profildtica estéd

0 termo fguantidade terapeuticamente eficaz,* como &

usadoe no presente documento, pertence a essa quantidade de
um composto ativo, ou um material, composicdo ou forma
farmacéutica que compreende um composto ativo, que & efica

rcara produzir algum efeito terapéutico desejado,

proporcional com uma razao de risco/peneiiclio razoavel.

de combinacio, em que dois ou mais Lratamentos ou
terapéuticas sdo combinados, por exemplo, seguencialmente
ou simultaneamente. Exemplos de tratamentos e terapéuticas
incluem, mas naoc  sao timitados &, gulmlioterapia (a
administracaoc de agentes ativos, incluindo, por exemplo,
farmacos, anticorpos (por exemplo, comc em imunoterapia),
pré-farmacos {por exemplo, COmOo em Terapéutica

fotodindmica, GDEPT, ADEPT, etc.); cirurgia; terapéutica

Também se descreve no presente documento a utilizagéo
de um composto ativo para o fabrico de um medicamento, por

exemplo, para o tratamento de uma condigdo proliferativ:

Q)

como foi discutido acima.

Tambhém se

de um composto

exemglio, para
como sendo mediadas

sendoc tratadas

49



EP1328510B1

0]
w
®
0}
'_. 1
O
<
(_
[t
|._J
(@)
O
n
ot
&3}
s
}._1
]
Q)
b
-
9]
@)
3
O
[y
O
'__4
Q
l_l
9]
@]
jon
&
|_.4
Q.
@]
jS)
@]
|._J
s}

com uma quantidade eficaz de um composto ativo.

se descreve no presente documento um método de
tratamento do corpo humano ou animal, o método gue
compreende administrar a um individuo em necessidade de
tc uma quantidade terapeuticamente

e
ativo, preferentemente na forma de uma composicédo

9!
O
=3
T
@]
W
(U

Os compostos ativos podem também ser usados, como foi

s
t

descrito acima, em terapéuticas de combinacio, isto &, em
conjunto Ccom outros agentes, por exe

itotdxicos.

Os compostos ativos podem também ser usados como parte
por exemplo, com a finalidade de

;e um  hospedeiro candidato € provavel de
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Os compostos ativos podem também ser usados como um
padrido, por exemplo, num ensaio, com a finalidade de
e

ntificar outros compostes atives, outros agentes anti-

Os compostos descritcs no presente document
também ser usados em métodos de melhora de produgdao de

ulas cultivadas (veja-se, por
°

)

exemplo, Furukawa et al., 19!
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Vias de Administracac
O  compostce ativo ou composicace  farmacéutica qgue
compreende o composto ativo pode ser administrado a um

individuo por gualquer via de administragdo conveniente,
S &

/ >erifericamente ou topicamente

r
intranasal (por exemplo, por spray nasal); ocular (por

exemplo, por gotas oculares); pulmonar (por exemplo, por
inalacgdo ou terapéutica de insuflacido usando, por exenplo,
via um aerossol, por exemplo, através da boca ou narizj);

tal {por exemplo, por supositdéric ou enema); vaginal (pox

exemplo, por pessarioc); parentérica, por exemp por
2 2 5 : — LS JE) dade B o 2 e e VA 2 2 - PR
imnjegaos, incluindo subcutéanea, intradérmica, intramuscular,

intravenosa, intra-arterial, intracardiaca, intratecal,
tra-espinal, intracapsular, subcapsular, intraorbital,

toneal, intratragueal, subcuticulazxr, intra-

L

articular, subaraqgquinoide, intraesternal; por implante de

e
um depot ou reservatdrio, por exemplo, subcutaneamente ou

fero, um  mamifero
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arsupial (por exemplo, canguru, VvVompb

o
o))
o
0]

um monotremo (por exemplo, ornitorrinco), um roedor (por

e

exemplo, uma c¢obaia, um hamster, um rato, um ratinho),
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exemplo, um coelho), ave (por exemplo, um padssaro), canino

oCrco) , ovino {(por exemplo, uma o
exemplio uma vaca), um primata, simio (por exemplo, um
)

macaco ou bugioc), um macaco (por exemplo, sagui, babuino),

um  bugio (por exemplo, gorila, chimpanzé, orangotango,

gib&ao), ou um ser humanoc.

Além disso, o individuo pode estar qualguer das suas
X

formas de desenvolvimento, por exemplo, um feto.

Numa forma de realizacdo preferida, o individuo € um

ser humano.

possivel que o ingredie
rado, €& preferivel apresentada-lo como

~

céutica (por exemplo, formulacgdo) gque
e

menos um ingredient ativo, com foi
ntc com um ou mais portadores
aceitav tes, tampdes,
zantes materiais bem
0SS na cpclonalmente

presente documento composicgdes

icas, como fol definido acima, e métodos de
3

preparacado de uma composicgdo farmacéutica

acima, “Junto com um ou mais portadores farmaceuticamente
aceitaveis, excipientes, tampodes, adjuvantes,
estabilizantes, ou outros materials, como descrito no
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0,

iscretas tais como céapsulas, trociscos ou comprimidos,

cada um contendo uma quantidade predeterminada do

i
. . ) o p A . . ~
1ngrediente atlvo; Como um poe ou granulosg; COomo uma soLugao
P - = - L ] - o = o~ g ~ N TYY Y -~
ou suspensac num llun_0,0 aguoeso ou nac adquoso; ou Como uma

emulsdao liquida oleo-em—-agua ou uma emulsdo liguida agua-

em-&leo; como um bolus; como um electudrio; ou como uma

(-
=
0

omprimido pode ser feito por meio de compressdo ou
moldagem, opcionalmente com um ou mals ingredie

acessdérios. Os comprimidos comprimidos podem ser preparados
por meio da compressdo do ingrediente ativoe numa mAgquina

adeguada numa forma de fluxo livre tal como um pd ou

.

grénulos, opcicnalmente misturado com um ligante (por
exemplo, povidona, gelatina, hidroxipropilmetil celulose),
lubrificante, diluente inerte, conservante, desintegrante

sbdio, povid
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il celulose de sdédio reti
agente de dispersio ou tensicativo. Os comprimidos moldado
podem ser feitos por meio de moldagem numa maquina adequada
uma mistura do composto em pd humedecido com um diluente
liguido inerte. Os comprimidos podem opcionalmen e

revestidos ou pontuados e podem ser formulados de modo a

= ey T Py o~ - ) o J - L N e - A S -
As formulagdes adeguadas para administracao tdépica

(por exemplo, transdérmica, intranasal,

sublingual) podem ser formuladas como um
suspensdo, locdo, pd, solucdo, pasta, gel, spray, aerossol,

o
g
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ocou Olec. Alternativamente, uma formulac¢ido pode compreender
sistema transdeérmicc ou um curative tal como uma

bandagem ou emplastro adesivo impregnado com ingredi

As formulacdes adequadas para administracéo to a
luem pastilhas qgue compreendem © ingrediente ativo

B o 5 2
uma Dase aromatlzada, usualmente sSucrose e acacla ou

e acéacia; e colutdrios gue compreendem o ingrediente ativo
num portador ligquido adequado.

As formulac¢des adequadas para administracdo nasal, em

lido, incluem um pd grosso que tem um
icula, por exemplo, no intervalc de cerca de
¢ administrado da maneira em

e
inalag¢des & tomado, isto €, por meio de
A%

que o portador € um liquido para administragdc como, por
exemplo, spray nasal, yotas nasais, ou por meio de

or nebulizador, incluem solucgdes

ACMiNistragad em aerosso B

—
T

aquosas ou oleocsas do ingrediente ativo.

a pele incluem pomadas, cremes, e emu
formuladas numa pomada, o) ingrediente ativo pode
opcionalmente ser utilizade com uma base de pomada miscivel

em Agua ou uma parafinica. Alternativamente, 0s
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ingredientes ativos podem ser formulados num Ccreme Com um
base de creme dlec-em-adgua. Se for desejado, a fase agquos
da base de creme pode 1incluir, por e

X
SR 3 3 . 7 o 27 ; T2 L Lt 2 e A .-
cerca de 30% p/p de um alcool polihidrico, isto &, um

=

_ - T 7 ~ 1 - B I A CON CTTR A €Y “
glicerol e polietilenco glicol e misturas dos mesmos. As
formulacgdes topicas podem incluir desejavelmente um

Quando forem formuladas como uma emulsdo tépica, a
fase oleosa pode compreender opcionalmente meramente um
emulsionante (de outro modo conhecido como um emulgente),
ou pode compreender uma mistura de pelo menos um
sionante com uma gordura ou um &leo ou com ambos uma
gordura e um Obleo. Preferentemente, um  emulsio
hidrofilico € incluido Junto com um emulsionante lipofilico
que age como um estabilizante. E também preferido incl

ambos um 6leo e uma gordura. Juntos, o{(s) emulsionante (s)
cera de emulsificacdo, e a cera Junto com ¢ d&leo e/ou
a
emulsificacdao que forma a fase dispersa oleosa das
e

Emulgentes e est
n

incluem Tween 60, Spa

N ~ p ATV At A A e J p LR N R
miristico, moncestearato de glicerilo e lauril sulfato de
o - 1 3 - LTy ~ - -1~ A} -
sé6dio. A escolha de dOleovs ou gorduras adegquadas para a

, uma vez gue a solubililidade do composto ativo na

maioria dos 6leos  provaveils para serem usados em



EP1328510B1

formulacgdes de emulsac farmacéutica pode ser muito baixa.
Assim o <creme deveria preferentemente ser um produto

lavavel gue n&o manche e nd&o gorduroso com consisténcia
adequada para evitar o vazamento dos tubos ou outros

recipientes. Esteres alquilicos mono ou dibasic

etilhexilo ou uma mistura de

queridas. Alternativamente, lipido

i S
fusdo tails como parafina mole branca e/ou parafina liquida

ou outros dleos minerails podem ser usados.

podem ser apresentadas como um supositério com uma base

adeguada gue compreendes, por exemplo, manteiga de cacau ou

p

As formulagdes adequadas cara administracgdoc

parentérica (por exemplo, por injecdo incluindo
o & iy iy _ 4 f

C
e intradérmica)

1953
o
@)
a
;jl
an»
i}
]
Q
-
=
t
=
Q
o
0
O
<
o
-
.
=
¢t
]
Q
<
~
0]
=
o}
n
8}

iso 1€ nter
antioxidantes, tampdes, conservantes, estabilizantes,
bacteriostaticos e solutos que tornam a formulacdo

m
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isotdénica com o sangue do destinatédrio pretendido; e
suspensdes estéreis aquosas e nio aquosas que podem incluir
agentes de suspensaoc e agentes de espessamento, e
lipossomas ou outros sistemas microparticulados gue sao
projetados para direcicnar o composto aos componentes do
sangue  ou m ou  mais  drgdos. Exemplos de veiculos
isotdnicos adequados para utilizacdo em tails formulagdes
incluem Injecgdo de Cloreto de Sd&dio, Solucgdo de Ringer, ou
Solugdo de Ringer Lactado. Tipicamente, a concentracgdo do

}.‘I
3
QO ljl

de 10 mg/ml, por exemplo, de cerxca de 10 ng/ml a cerca de 1
mg/ml. As formulagdes podem ser apresentadas em recipientes
vedados de dose Unica ou de multiplas doses, por exemplo,

ampolas e frascos, e podem ser armazenadas numa condicio

seca por congelamento (licofilizada) gue reguer somente a
adicdo do portador liguido estéril, por exemplo, agua para

extemporanea podem ser preparadas a

partir de pds estéreis, granulos, e comprimides. As
formulagbes podem ser na forma de lipossomas ou outros
Sistemas )

microparticulados que s80 projetados rara
o

sto ativo aos componentes do sangue ou um

Dosagem

Serd apreciado gue dosagens apropriadas dos compostos
ativos, e composigdes que compreendem ©0s compostos ativoes,
podem variar de pacisnte a paciente. A determinag¢do da
dosagem ¢tima envolverd geralmente o eguilibrio do nivel de
beneficio terapéutico contra gqualgquer risco ou efeitos
secundarios deletérios dos tratamentos descritos no
presente documento 0 nivel de dosagem selecionado
dependerd de uma variedade de fatores incluinde, mas nido é

limitada a, a atividade do compost
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administracac, ¢ tempo de administragdo, a taxa de excregao
do composto, a duragdo do tratamento, outros férmaco
u

S
materiais usados em combinacgdo, e a idade,
i

sexo, pesce, condicgdo, saunde geral, e histdérico médico
anterior do paciente. A quantidade de composto e via de
administracdoc estara em Ultimo caso no critério do médico,
embora geralmente a dosagem serd para alcancgar

concentragdes locais no local de agdéo que alcancem o efeito

A administracgido in vivo pode ser realizada numa dose,
de maneira continua ou de maneira intermitente ac longo do
curso de tratamento. Os métodos de determinacido dos meios
dosagem de administracgdo sdo bem conhecidos

e
acs peritos na especialidade e variarédo com a formulacgao

Em geral, uma dose adequada do composto ativo € no
intervalo de cexrca de 0,1 a cerca de 250 mg por quilograma

de peso corporal do individuo por dia. Onde o ingrediente

ambém se descreve no presente documento um kit que
compreende (a) 0 ingrediente ativo, preferentemente
proporciconade num recipiente adequadoe e/cu com embalagem

adeguada; e (b) instrucbes para utilizacdo, por exemplo,
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Os espectros de "H RMN foram registados a temperatura
ambiente com o0s espectrdmetros WH-90/DS ou Mercury 200
(Varian). As medigdes de HPLC foram realizadas num sistema
de Gilson Modelo 302 equipado com um espect;of ctémetro. As
a ises elementais foram obtidas com um strumento Carlo
Erba EA 1108. Os pontos de fusao foram medidos

de ponto de micro fusédo "Bodtius® ou "Fisher"™ e ndo estédoc

corregidos. ilicagel, 0,03 - 0,070 mm, (Acros) foi
utilizado para cromatografia em coluna. Todos os solventes

foram purificados antes da utilizacado por meio de técnicas
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de rotina. Para 1
foram removidos por meio de evaporagdo usando um evaporador

a vacuo, a temperatura do banho de &gua néo

7

Varios reagentes foram comprados de Sigma-Aldrich (The
0ld Brickyard, New Road, Gillingham, Dorset, RU), Acros

Crganics (Janssens Pharmaceuticala 34, 2440 Geel,

o
.

Belgica), Lancaster Synthesis Ltd. (Eastgate, White Lund,
Morecambe, Lancashire, LA3Z 3DY, RU), e Maybridge plc

ingagel, Cornwall, PL34 0HW, RU).
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G

Cleum (5 ml) foi colocade num recipiente de reacdo e
benzaldeido (2,00 g, 18,84 mmol) fol adicionado lentamente
em exceder a temperatura da mistura de reacgdac mals de

o - - PR - Py 1 0 -
30°C. A solucgdo obtida fol agitada a 40°C durante dez horas

O
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t
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ot

ra ambiente durante a noite. A mistura de
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r
fol vertida em gelo e extraida com acetatc de etilo.
ol

o
h
s3]
(6]
o ©
63}
W
[en
@]
wn
195)
H
@]
}._.I

tratada com CaCO0Oz a

ter cessado (pH~6-7), entdo o (CaS0, precipit
retirado por filtracdo e lavado com agua. O filtrado foi
tratado com Na,C0Oz; até o pH do meio de reagdo ter aumenta

até pH 8, o CaC0; obtido foi retirado por filtraci
1

Exemplco de Referéncia 2

O
L2
(0]

Ester metilico do Acido 3-{(3-sulfofeniljacrilico, sal

sédio (2)

Sal de sdédio do édcido 3-formilbenzenosulfdénico (1)
o

o~
et

1,00 g, 4,80 mmol), carbonato de potédssio (1,32 g, 92,56

C

&1
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30 min., o sdlido precipitado foi filtrado e lavado com
metanol. O filtrado foil evaporade e o composto do titul
y foli obtido como um sdélido branco (0,70 g, 55%). "H RMN

2
(DMSO~dg, HMDSO), &: 3,68 (3H, s); 6,51 (1 H, 4, J = 16,0

)
@}
@]
Q,
@]
Q
@]
Q.
o8]

|
(0%
|
@]
N4
-
O
I
@]
w
c
-
th
@]
._)
.
—
[
()]
)
F‘
~
83
Q
[
[N
-
1
@]
O

Ao sal de sd6dico de éster metilico do acido 3-(3-

sulfofenil)acrilico (2) (0,670 g, 2,53 mmol) benzeno (2

ml), cloreto de tionilo (1,508 g, 0,9 ml, 12,67 mmol) e 3
gotas de dimetilformamida foram adicionados & a suspensiao
re itada ao refluxo durante uma hora. A

1
ra de reacgdo foi evaporada, ¢ residuo foil dissclvido
em benzeno (3 ml), filtrado e o filtrado foi evaporado par

dar o composto do titulo (0,640 g, 97%).

Exemplo de Referéncia 4

Ester metilico do d&cido 3-(3-fenilsulfamcilfenil)acrilico

/
{

|-I:‘-

a)

(74
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clorosulfonilfenil)acrilico (3) (0,040 g, 2,45 mmol) em
diclorometano (2 ml) foi adicionada a uma mistura de
anilina (0,465 g, 4,99 mmol) e piridina (1 ml), e a sclugédo

1
resultante fol agitada a 50°C durante uma hora. A mistura

de reagao foi evaporada e o residuo foi dividide em

rarticdes entre acetato de etilo e 10% HCI. A camada
organica fol lavada sucessivamente com dgua, NaCl saturado,
e seca (Na;50,;). O sclvente fol remcvido

e
submetido a cromatografia em silica gel com clorof
acetato de etilo (7:1, v/v) como eluente. O produto obtido
£ lavado com dietil éter para dar o composto do titulo
,226 g, 29%). 'H RMN (CDCl,, HMDSO), &: 3,72 (3H, s);

6,34 (1H, d, J = 16,0 Hz); 6,68 {(1H, s 1l); 6,92-7,89 (10H,

temperatura ambi

fol dividida em partigdes entre acetato de etilo
camada aguosa fol acid 1
durante 30 min. O sé6lido precipitado foi filtrado, lavado

rec
com &gua & seco em dessecador em P,0s para dar o composto

do titulo como um sélido branco (0,173 g, 82%).

Exemplo de Re

83
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cloreto de 3-(3-fenilsulfamocilfenil)acriloilo {&a)

ido 3= {3~

} 73 g, 0,57 mmol) em
diclorometance (2,3 ml) cloreto de oxalilo mi, 1,95
mmel) e uma gota de dimetilformamida foram adicionados. A

mistura de reacac fol agitada a 4C°C durante uma hora e

concentrada sob pressdo reduzida para dar o composto do

).

)

titulo bruto (0,1

o

o
Exemplo 7

N-Hidroxi-3-(3-fenilsulfamoilfenil)acrilamida {(7a)

(PX105684)

cloridrato de hidroxilamina (0,200

saturada de NaHCOz; (2,5 ml) fo
resultante fol agitada a temperatura ambilente durante 10
¢]

min. A mistura de reagido uma s

e t

1 dividida em partigdes entre ac
N. A camada orgadnica foi lavada sucessivamente com agua e
NaCl saturado, o solvente foi removido e o residuo foi

lavado com acetonitrilo e dietil éter.
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Ester metilico do acido 3-[3~

3
®
-+
'._l
-+
-
(L
5
F-2-
l_l
0
c
'.
Fh

famoil)fenillacrilico ({4b} (0,150 g, 0,45

mmol) fol suspenso em metancol {(Z ml), solugd&co de NaCH a 1 N
(1,35 ml, 1,35

mmol) foi adicicnada e a solugao resu te
e

Y
D
d
m
3\’4

fol agitada a temperatura ambiente durant
mistura de reacgdo foi dividida em particbes entre acetato
de etilo e agua. A camada aquosa foi acidificada com HCL a
da com acetato de etilo. A camada orgénica foi
lavada sucessivamente com Agua, NaCl saturado, e se

INT N s .y - B . I vy, [P . J = -~ o~ o~ N o
{(Na,SC4). O solvente foli removido para dar o composto do

cloreto de 3-[{3-metilfenilsulfamoil)fenillacriloilo {&b)

7 - oy e e X N Ao dcido 2F_ra
A uma suspensac ae acldo R

(metilfenilsulfamoil)fenil] acrilico (8b) (0,135 g, 0,42
rometano (2,3 ml) cloreto de oxalilo (0,1

dimetilformamid foran

=
t
b_
&3}
@]
— O
0]
3
&3]
ke
@]
[0
O

ie
dicionados. A mistura de reacgdo fol agitada a 40°C durante

uma hora e concentrada sob pressiao eduzida para dar o

66
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composto do titulo brutc (0,14

i
N
Q

N-Hidroxi-[3-(3-metilfenilsulfamoil)fenillacrilamida {7b})
{PX105685)

A uma suspensaoc de cloridrato de hidroxilamina (0,200
g, 2,87 mmol) em tetrahidrofurano (3,5 ml) uma solu
saturada de NaHCO: (2,5 ml) foi adicionada e a mistu
resultante fol agitada a temperatura ambiente durante 1
min. A mistura de reacdo uma solucgio de cloreto de 3-[3-
(metilfenilsulfamoil)fenillacri
tetrahidrofurano (2,3 ml) fol adicionada e agitada a
temperatura ampbiente durante uma hora. A mistura de reacgao
fol dividida em particgles entre acetato de etilo e HCl a 2
N. A camada crgadnica foi lavada sucessivamente cC
NaCl saturade, ¢ solvente foil removido e o residuo foi

lavado com dietil éter.

3,16 (3H, s); 6,47 (1 H, 4, J = 16,0 Hz); 7,03-7,96 (10H,
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Fxemplo de Referéncia 28
Ester metilice do adcide 3-{(3-benzilsulfamoil-fenil) -

)
O
i
l_l
'_—4
O
o

o~
Y

v

Uma solugdo de éster metilico do acido 3-(3-
co {3) (0,40 g, 1,53 mmol}) em
a uma mistura de 4-
em dioxano (1,0 ml) e

L. R N -
(3,0 ml), & a solucdo

porada e o residuo foi
de etilo e HC1L a 2 N. A

saturado, e seca (NayS0s). 0O solvente foi removido e ¢
o a
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(5 g)

..........

A uma suspensdoc de éster metilico do acido 3-(3-
1

benzilsulfamoil-fenil)-acriiice (4 g) (0,29 g, 0,87 mmol)

88
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em metanol (4,5 ml} solugdo de NaOH a 1 N (2,60 ml, 2,60
mmol;} fol adicicnada e a mistura resultante foli agitada a
temperatura ambiente durante a noite. A mistura de reacio
foi dividida em particgdes entre acetato de etilo e dgua. A

ol acidificada com HC1 a 2 N solugdo e
agitado durante 30 min. O sdélido precipitade foi filtrado,
lavado com &dgua e seco em dessecador em P.0; para dar o
composto do titulo como um sélide branco (0,22 g, 81%). H
RMN (DMSO-d., HMDSO), &: 4,05 (2H, &, J = 6,4 Hz);: 6,60 (1

H, d, J = 16,0 Hz); 7,2 (4, s), 7,52-8,09 (6H, m); 8,20

o]
b
®
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®
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h
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ks
(D
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(@]

cloreto de

A uma suspensdc de acido 3-{(3-(benzilsulfamoil-fenil) -

acrilico {5 g} (0,16 ¢, 0,52 mmol}) em diclorometano (2,0
r

dimetilfeormamida foram adiciconados. A mistura de reagido foi

hora e concentrada sob pressao

Exemplo 31

N-Hidroxi-3-(3-benzilsulfamcil)-fenil)-acri
{(PX106511)

fomt
Q
=
i
Q.
Q
o~
o
e
L
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lico do acido 3-(3-

g, 1,53 mmol) em

uma mistura de 4-
fenetilamina (0,19 mi, 1,53 mmol) em dioxano (1,0 ml) e

g, 3,06 mmol) em agua (3,0 ml) e a solugdoc

e
Q)

Q)

las
s
(@)
@

6 o
resultante foi agitada a temperatura ambiente durante uma
r u

hora. A mistura de reagido fol evaporada e o

3 e HC1 a 2 N. A

dividido em particdes entre acetato de etilo

foi lavada sucessivamente com agua, NaCl
saturado, e seca (NayS04). O solvente foi removido e o
residuo foi submetido a cromatografia em silica gel com
:1, v/v) como eluente.
O produto obtido foi lavado com dietil éter para dar o
S0-ds, HMDSO},

S
d: 2,69 (2H, m); 2,98 {(ZH, m); 3,72 (3H, s); 6,72 (1B, d, J
7,43

Exemplo de Referéncia 33

Acido 3-(3-fenetilsulfamoil-fenil)-acrilico {(5h}

mmo
temperatura ambiente durante a noite. A mistura de reacgao
foili dividida em particgdes entre acetato de etilo e &gua. A
camada aguosa foli acidificada com HCI a 2 N soclucéo e

extraida com acetato de etilo. A camada orgidnica foi lavada

. e e = - e T o — - - 3 . INT ~
sucessivamente com &gua, NaCl saturado, e seca (NayS0,). O

dar o composto do titulo como um sdélido branco (0,15 g,
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h

loreto de 3-(3-fenetilsulfamcil-fenil)-acrilcilo {6h}

Q
o
i

)
lo (0,14 ml, 1,57 mmol) e uma gote
dimetilformamida foram adicionados. A mistura de reacgd
itada a 40°C durante uma hora e concentrada sob pr
)

1
reduzida para dar o composto do titulo bruto (0,16 g

N-Hidroxi-3-{(3-fenetilsulfamoil)-fenil)-acrilamida {(7h)
{(PX106512)

A .
N NP i e
N %

A uma suspensdc de cloridratco de hidroxilamina (0,16

g, 2,25 mmol) em tetrahidrofuranc (3,0 ml) uma solugéao
saturada de NaHCOz (2,0 ml) £foil adicionada e a mistura
resultante foi agitada a temperatu ambiente durante 1(
min. A mistura de reacdo uma sol 0o de cloreto de 3-(3-
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fol dividida em partig¢des entre acetato de etilo e HCLl a 2
N. A camada orgédnica foil lavada sucessivamente com agua e

NaCl saturado, e o solvente foil removido.

n
zas 5% (tamanho da coluna 4,6x150 mm; fase moével
a

acetonitrile -  0,1% HsPO., gradiente de 30 100%;
concentracdo da amostra 1,0 mg/ml; taxa de fluxo 1,5
ml/min; detetor: UV 230 nm). Anal. Calculado para

O
n
o¢
-
o0
i
~
I
Ul
-
”
S
~
Z
o
-
o

datos foram avaliados para a sua

Cs compostes candi

capacidade de inibir a atividade de desacetilase (ensaios
o) u

Ensaio Primdrio: Atividade de Desacetilase

De maneilra breve, este ensalo baseia—-se na libertacgid
de acetato radicativo de um fragmento de histona marcado
radicativamente pela agdo de enzima HDAC. Os composto

S
teste, gue inibem HDAC, reduzem o© rendimento de acetato
radicativo. O sinal (por exemplo, contagens de cintilacgéao)
medido na presenca e auséncia de um composto de teste

proporciona uma 1indicagdoc dessa capacidade do composto de
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O fragmento de histona foli uma seguéncia N-terminal da
histona H4, e foi marcado com Grupos acetilo
radicativamente marcado usando acetilcoenzima A tritiada

O
mg de péptido H4 (os 20 aminocdcidos de N-terminal de

histona H4, sintetizados wusando métodos convencio

n._x
O
[

s

-

(Il\

.

b

3
foram incubados com dominic de acetiltransferase de histona

©300 etiquetado com cauda de His6 {aminoacidos 1195-1673,

e 3H- acetil coA (10 plL de 3,95

0,1 mM de acido etilenodi
)

ditiotreitol (DTT

destilada como a fase mével.

Apds a purifica Qio do fragmento de histona
ado com uma fonte de HDAC (por

radiomarcado, foi dincub
e

qualquer acetato libertado foi extraido em uma fase
orgédnica e guantitativamente determinado usandc contagem de
cintilacdo. Por melo da inclilusdo de um composto de teste
com a fonte de HDAC, essa capacidade do composto de inibir
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Extrato de Célu Hela

bt
Q

O extrato de célula HelLa foi feito a partir de células

(N° de Ref. de ATCC CCL-2) por meio de descongelacgio

[ -
t(D

¢
rés vezes em 60 mM de TrisCl p#H §,0, 450 mM de NaCi, 30%
¢

de glicerol. Dois volumes de célula de tampdo de extracéo
foram usados, e material particulado foi retirado por
centrifugagao (20800 g, 4°C, 10 min). O extrato de
sobrenadante que tem atividade de desacetilase foi

aliguotado e congelado para armazenamento.

HDAC1 e HDAC2 Recombinantemente Produzidos

Plasmideos recombinantes foram preparados come se

HDAC1 humano de comprimento completo fol clonado pox

PCR usando uma bibliioteca de ADNc Xgtll Jurkat (Clontech-
8

finalidade de amplificar um fragmento contendo a sequéncia
de HDAC1 fusionado a etiqueta Flag. O fragmento resultante
foi subclonado nos locailis de EcoRI-Sacl do vetor de

transferéncia de baculovirus pAcHTL-C (Pharmingen—-21466P).

HDACZ2 humano de comprimento completo foil subclonado em
vetor de transferéncia de baculovirus pAcHLT-A (Pharmingen-
21464p

EcoRI-Saci de uma construgdo HDACZ2-pFlag-CTIC.

N

por meio de amplificacao por PCR do fragmento de

A expressédo e purificagdo de proteina recombinante
foram realizadas como se segue.

Baculovirus recombinantes de HDACL e HDACZ foram
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o

construidos usando Kit de

]

(Pharmingen—554740). Vetores de transferéncia foram co-

transfectados em cé

A amplificacgdo de virus recombinantes foi realizada de
acordo com o Manual de Instrucgdo de Pharmingen. As células
SF9 foram mantidas em meio SF900 livre de soro (Gibco

10802-096) .

Para a producao de proteinas, 2x10 células foram

volumes de precipitado de tampdo de
e

2
mM de HEPES pH 7,9, 0,1 mM de EDTA, 400 mM 4

de glicerol, 0,1% de NP-40, 1 mM de AERBRSF). As células
ressuspensas foram congeladas em gelo seco e descongeladas
a 37°C 3 vezes e centrifugadas durante 10 minutos a 14.000
rpm. O sobrenadante fol colhide e incubado com 300 pi de

uspen de esfera de agarose de Ni-NTA a 50% (Qiagen-

30210) . A incubacdo fol levada a cabo a 4°C durante 1 hora

I~h
O
',_l
o
3
jurt
an
O

numa roda gliratdria. A suspensio centrifugada a
500 g durante 5 minutos. As esferas foram lavadas duas
veres em 1 ml de tampio de lavagem (25
0,1 mM de EDTA, 150 mM de KC1l, 10% de glicerol, 0,1% de NP-
40, 1 mM de AEBSF). A proteina foi eluida 3 vezes

de tampédc de eluicgdo (25 mM de HEPES pH
EDTA, 250 mM de KC1, 10% de glicercl, 0,1% de NP-40, 1 mM

de AEBSF} contendo concentracdes crescentes de imidazol:

i

Uma fonte de HDAC (por exemplo, 2 ul de extrato de
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Hel.a bruto, 5 pl de HDAC1 ou HDACZ; em tampdo de eluicéo,

como acima) foi incubada com 3 ui de péptido
radioativamente marcado Jjuntamente com diluicdes

apropriadas de compostos candidatos (1,5 ul) num volume

total de 150 ¢l de tampdo (20 mM de Tris pH 7,4, 10% de

i levada a cabo a 37°C durante uma

hora, apdés o gual eacao foi interrompilda por meio da
adi M / acetato de sddio a 0,4 M.

e, apds a centrifugacgioc
(14000 rpm, 5 min}, 600 ul da fase superior foram
transferidos a um frasco contendo 3 ml de liguido de

cintilacdo (UltimaGold, Packard, N° de Catédlogo 6013329). A

a
radicatividade foi medida usande um Analisador de Liguido
R

A percentagem de atividade (% de atividade) para cada

composto de teste fol calculada como

aa

oe

de atividade = { (8 = B} / (8° - B})} = 100

I

em gue S denota o sinal medido na presenca de enzima e o

composto a ser testado, S§° denota o sinal medido na
presenga de enzima, mas na auséncia do composto a ser
testado, € B dencta © sinal de fundo medido na auséncia de

to a ser testado. O IC5H0

invencgdo, como determinado usando este ensaio, sdo também

mostrados no Quadro 1, a seguir.

a
concentracido crescente de composto de teste em pontos de

tempo diferentes & usada para avaliar amhos a
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citotoxicidads

(1
0]
O
a
th
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c
O
Q.
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@]
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@]
w0

T
w
@)
o
s
®
W

T
[y
O
'_. 1
'._1
Hh
0]
Fs
j63)

«{)
an
@)

base de células. As seguintes linhas celulares foram
HeLa — Linha de célula de adenocarcinoma do colo do utero

Kil - HPV E7 linha de queratindcito humano
transformada proporcionada ror Pidder Jansen—-Duerry,
Institut fiir Biomedizinische Alternsforschung, Innsbruck,

u

maria de qgueratindcit

o
W
®)

Austria. NHEK-Ad -~ Linha pzx
T

humano (Cambrex Corp., Eas utherford, NJ, EUA).

JURKAT - Linha de c¢élula T humana (N° de ATCC TIB-

As células foram cultivadas, expostas a compostos
candidatos, e incubadas durante um tempo, e o numero de
células viadvelis foi entdo avaliado usando o© Reagente de
Proliferacgdo Celular WST-1 de Boehringer Mannheim {(N°® de

0
Catdlogc 1 644 807), descrito a seguir.

pocos a 3-1

o

No dia seguinte, diferentes concentragdes de compostos

candidatos foram adicioconadas e as c¢élulas incubadas a 37°C

r“l
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durante 48 h. Subsequentemente, 10 ul/poco de reagente WST-
1 foi adicionado e as células reincubadas durant 1 hora.

1
formazan por enzimas celulares. Uma expansdc no numero de

O
N
s
<
Q
w
ot
~
ot
[$IN
<
[
o
1923
N
()
w
o

ulta num aumento na atividade global de
desidrogenases mitocondriais na amostra. Este aumento na
atividade de enzima leva a um aumento na guantida

corante formazan formada, ¢ gue diretamente se correlaciona

com © numero de células metabolicamente ativas na cultura.
¢ corante formazan produzido é antificado por um
espectrofotdmetro de miltiplos pogos de varrimento por meio

comprimento de onda de 450 nm {comprimento de onda de
referénci
A percentagem de atividade (% de atividade) na redugd

do numero de células viadveis foi calculada para cada

em gue S° denota o sinal medido

al de fundo medido

s de controlo contendo melo somente., O IC5¢

w

rresponde a concentracdo que alcancga 50% de atividade. O
a

Q.
o)
n
o
n
o
]
2.
©]
o

pacote de

ab B

a
rism 3.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA),

ajustando valor superiocr a 100 valor inferior a 0.

I
invenci&o, como determinado usando este ensaio, sdo também

mostrados no Quadro Z, a seguir.
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d viabilidade <celular na presencga de
concentracido crescente de composte de teste em pontos de
tempo diferentes é usada para avalilar ambos a
citotoxicidade e o efeito do composto sobre a proliferacio
celular.

Dados Riol

iologicos

0 (ou percentagem de atividade) para

¢, como determinado

sumarizados no Quadro

Dados de Ensaio Biog

o] oquimico
Composto Inibigé&c de HDAC
{IC50)
N° Ref, Hela {HDACL |HDACZ2
TSA 5 15 17
anflatina| 38 - -
11 X105684 19,5 - 124
12 PX105685 238 - 600
17 PX106511 35 - -
18 PX106512 22 458 -
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inesperada de tividade superior em comparagdo com
andlogos que compreendem, como Q', um lider arilo que Tem
uma estrutura principal de um adtomo de carbono.

(5) (C2) Como foi mencionado acima, numa forma de
realizacdo, o0s compostos utilizam, como Q', uma ligacéo
covalente. Tais compostos usufruem da propriedade
surpreendente e inesperada de atividade superior em
comparagédc com analogos gue compreendem, CoOmo o', um
lider arilc gue tem uma estrutura principal de um &tomo
de carbono.

(&) {(C3) Como foi mencionado acima, numa forma de
realizacdc, os compostos utilizam, como Q', um lider
arilo que tem uma estrutura principal de pelo menos dois
atomos de carbono. Tals compostos usufruem da propriedade
surpreendente e 1inesperada de atividade supericr em
comparacdoc com andlogos gque compreendem, COmMo QY, um
lider arilo gue tem uma estrutura principal de um Atomo
de carbono, e com frequéncia em comparacgado com analogos
que compreendam, COmMo 0, uma ligag¢cédo covalente,

(8) {(A+B2) Como foil mencionado acima, numa forma de
realizacgdo, os compostos utilizam, como J, uma ligacao de
sulfonamida “indireta” (isto &, -NHSO,-); e comoc Q°, uma
ligagdo de fenileno-meta-etileno. Tals compostos usufruem
da propriedade urpreendente e inesperada de atividade
superior em comparagdo com andlogos que né&o utilizam
estes grupos.

(2) {(A+C1l) Con fo mencionado acima, numa forma de
realizacgdo, os compostos utilizam, como J, uma ligacao de
sulfonamida “indireta” (isto &, -NHSO,-); e como QF,
seja: uma ligag¢do covalente, ou: um lider arilo gue tem
uma  estrutura principal de pe menos dois Aatomos de
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bono. Tais compostos usufruem da propriedade
surpreendente e 1inesperada de atividade supericr en

comparacdo com andlogos que ndo utilizam estes grupos.

(A+C2) Como 01 mencionado acima, numa forma de
realizacédo, os compostos utilizam, come J, uma ligagdo de

sulfonamida “indireta” (isto &, -NHSO,-); e como Q°, uma

e ndo utilizam estes grupos.

(11) (A+C3) Como foi mencionado cima, numa forma de

-

realizacido, os compostoeos utilizam, como J, uma ligacdo de
sulfonamida “indirets {isto &, -NHSO0:-); e como

1)

lider arilo que tem uma estrutura principal de peloc menocs
doisg &tomos de carbono. Ta compostos usufruem da

propriedade surpreendente e nesperada de atividade

superior em omparagdo com analogos que do utilizam
estes grupos.
(15) (B2+C1l) Como foi mencionado acima, numa Iforma de

- L4 ~ . 4~ e o 3 e - 2 “ - P
realizacgdo, o©s compostos utilizam, como @QF, uma 11gacdo
de fenileno-meta-etileno; e, como Q,

S
covalente, ou: um lider arilo gque tem uma estrutura

ncipal de pelo menos dols atomos de carbono. Tais
compostos usufruem da propriedade surpreendente 2

(16) {(B2+C2) Como foi mencionado acima, numa forma de

realizacdo, os compostos utilizam, comc Q°, uma ligacdo
de fenileno-meta-etileno; e, CQomo o', uma ligacéo

&
als compostos usufruem da propriedade
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surpreendente e 1inesperada de atividade supericr em

comparacdo com andlogos que ndo utilizam estes grupo

ails compostos usufruem da propr

{(B2+C3) Como foil mencionado acima, numa forma de

. s ") . -
compostos utlililizam, como Q7, uma 1igagaod

surpreendente e 1inesperada de atividade supericr em
o

comparacdo com andlogos que ndo utilizam estes grupo

(A+B2+C1) Como feci mencionado acima, numa form:

)
realizacgdo, o©os compostos utilizam, como J, uma ligag

1 e ; TR - . Ty . 2
sulfonamida “indireta” {(istoc €, ~NHSO,-}; como Q urm
ligagao de fenileno-meta-etileno; e, como o', seja: uma
ligag¢do covalente, ou: um lider arilo gque tem uma

trutura principal de pelc menos dols adtomos de ca
u

de atividade superior em comparacgéa

ol

a
analogos que ndo utilizam estes grupos.

1 £ - L S L I 14 i3 - 24 TIIC - N Y
sulfonamida indireta {istoc €&, -—-NHSO,-}; como Q

arilo que tem uma estrutura principal de pelo menos

dtomos de carbono. Tals compostos usufruem da propr

iedad

fruem da propriedade surpreendente e

acima, numa forma de

como J, uma ligaca

o
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surpreendente e 1inesperada de atividade supericr em

comparacdo com andlogos que ndo utilizam estes grupos.

Dados Comparativos para Direcdo de Sulfonamida

Os dados comparativos para conjuntos de compostos,

N
Q
Q.
-
]
©

{3
joN
O
o)
]

onde a Unica diferenca em estrutura quimica
1

S R <5 ' TN « KRN
onamidca, sSao mostrados a seguir.

Os compostos que utilizam, como J, uma ligacgdoc de
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