i

b
wegpecie

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(11) Numero de Publicacio: PT 1971608 E

(51) Classificagdo Internacional:
C07D 493/20 (2011.01) €C0O7D 497/20 (2011.01)
C07D 487/20 (2011.01) €C07D 471/20 (2011.01)
C07D 491/20 (2011.01) C0O7D 498/20 (2011.01)
C07C 13/72(2011.01) A61K 31/02 (2011.01)
A61P 31/04 (2011.01) A61K 31/352 (2011.01)
A61P 33/02(2011.01)

(22) Data de pedido: 2006.12.22

(30) Prioridade(s): 2005.12.23 AU 2005907277

(43) Data de publicagédo do pedido: 2008.09.24

(45) Data e BPI da concesséo:

2012.03.14
118/2012

(73) Titular(es):
ECOBIOTICS LIMITED
7 PENDA STREET YUNGABURRA QLD 4884 AU

(72) Inventor(es):
PAUL WARREN REDDELL AU
VICTORIA ANNE GORDON AU

(74) Mandatario:
LUIS MANUEL DE ALMADA DA SILVA CARVALHO
RUA VICTOR CORDON, 14 1249-103 LISBOA PT

(54) Epigrafe: ESPIROCETAIS

(57) Resumo:

A INVENGAO PRESENTE DIZ RESPEITO A ESPIROCETAIS, QUE SAO COMPOSTOS UTEIS PARA
TRATAR OU PARA EVITAR INFECGOES POR PROTOZOARIOS, INFECGOES POR PARASITAS,
INFECCOES BACTERIANAS, PATOLOGIAS PROLIFERATIVAS DAS CELULAS E PATOLOGIAS ANTI
INFLAMATORIAS. OS COMPOSTOS ESPIROCETAIS TAMBEM SAO UTEIS A TITULO DE AGENTES
IMUNOSSUPRESSORES, E TAMBEM EM METODOS DE CONTROLO DAS PESTES.



PE1971608 -1 -

RESUMO

"ESPIROCETAIS"

A invencdo presente diz respeito a espirocetais,
que s&do compostos Uteis para tratar ou para evitar
infec¢gdes por protozoarios, infecgcdes por parasitas,
infeccdes bacterianas, patologias proliferativas das
células e patologias anti inflamatdérias. Os compostos
espirocetais também sdo Uteis a titulo de agentes
imunossupressores, e também em métodos de controlo das

pestes.
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DESCRICAO

"ESPIROCETAIS"

DOMINIO DA INVENCAO

Esta invencéo diz respeito a moléculas
biologicamente activas. Mais especificamente, esta invencéao
diz respeito a espirocetais com beneficio terapéutico
potencial e/ou & sua utilizacdo a titulo de produtos

farmacéuticos ou agro-quimicos.

ESTADO DA TECNICA

As descobertas bioldégicas integram um dominio em
crescimento, no gqual se investigam e se despistam produtos
naturais com actividade bioldégica a partir de ambientes
naturais, incluindo plantas, micro-organismos, corais e
outras formas de vida marinhas. Na pesquisa de produtos
naturais com actividade bioldégica, despistam-se em
materiais bioldgicos moléculas que tenham propriedades que
possam ter utilidade terapéutica e potencial de utilizacédo
numa gama de tratamentos, por exemplo tratamentos para o
cancro, tratamentos contra protozodrios, tratamentos contra
parasitas, tratamentos antifingicos, tratamentos
antibidéticos e tratamento anti-inflamatdérios, ou que

apresentem actividade como pesticidas.
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SUMARIO DA INVENCAO

A invencdo presente provém de se ter verificado a
existéncia de novos derivados de espirocetal gue tém
potencialmente novas utilizacdes terapéuticas na qualidade
de agentes citotdxicos, agentes antiprotozoarios, agentes
antiparasiticos, agentes antibidéticos e agentes anti-
inflamatédrios ou agentes imunossupressores, ouU apresentam
potencial como agentes pesticidas, para utilizacdes

farmacéuticas ou em agricultura.

Um aspecto da invengdo proporciona compostos com

a férmula (I)

na qual:

X, Y e Z sejam seleccionados independentemente
de entre -S-, -0-, -NH-, -N(algquilo C:-Cg), e
-C(R)2;

n seja 1 a 10;

m seja 1 a 16;
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R' a R? sejam seleccionados independentemente
de entre hidrogénio, -alquilo C;-Cyg, -alcenilo
Cy-Cg0, —alcinilo Cy-Cyo, -cicloalquilo C3-Cg,
-—arilo Cg-Ci4, —-heteroarilo Cs-Cig,
-heterociclilo C3=Cq4, arilalquilo,
heteroarilaquilo, heterociclilalquilo, alcoxi-
algquilo, halo, -CN, NO,, -haloalgquilo C;-Cio,
-dihaloalquilo C;-Ci9, -trihaloalquilo C1-Cig,
-COR, -COzR, -OR, -SR -N(R);, NROR,

-ON(R),, -SOR, -SO3;R, -SO3R, -SON(R)2Z2,

-SO,N(R) 2, -SOsN(R)2, -P(R)s3, -P(O) (R)s, -Si(R)s,
-B(R),, -C(W)R e -WC(W)R;

R seja seleccionado de entre hidrogénio,

-alquilo C;-Cyp, -alcenilo C,;-Cyp, -alcinilo Cy-

Coo, -cicloalquilo C3-Cg, -arilo Cs=C14,
-heteroarilo Cs—C1g4, -heterociclilo C3-C14,
arilalquilo, heteroarilaquilo, hetero-

ciclilalquilo, -halocalgquilo C;1-Cig,
-dihaloalgquilo C;-C;yp e -trihaloalquilo C;-Cig;
ou

um ou mais de entre R' (ou R? ou R’) esteja
ligado a R* (ou R’), R* (ou R’) esteja ligado a
R° (ou R’), R® (ou R’) esteja ligado a R®? (ou
R’), R® (ou R’) esteja ligado a R'® (ou R'), R
(ou R') esteja ligado a R'), R esteja ligado a
R (ou R'™), R (ou R') esteja ligado a R' (ou
R'®), RY (ou R'®) esteja ligado a R' (ou R'®),
R (ou R?%) esteja ligado a R?, R?* (ou R%)

esteja ligado a R** (ou R?), R?® (ou R?) esteja
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ligado a R?® para formar um anel C;-Cg
dissubstituido (fundido) saturado ou insaturado
carbociclico ou heterociclico, anéis esses que
também possam ter substituintes R, -(C=W)R e
-W(C=W)R;

um ou mais de entre R' (ou R’ ou R’) esteja
ligado a R* (ou R’), R' (ou R’ esteja ligado a

® (ou R’) esteja ligado a R® (ou R’,

R® (ou R), R
R® (ou R’) esteja ligado a R' (ou R'Y), R (ou
R'') esteja ligado a R'?, R'? esteja ligado a RY®
(ou R'™), R (ou RY) esteja ligado a R'> (ou
R*®), RY™ (ou R'®) esteja ligado a R' (ou R'®),
R (ou R?’) esteja ligado a R?, R** (ou R?%)

26 (ou R27) esteja

esteja ligado a R?* (ou R*®), R
ligado a R*®* de modo a formarem uma ligacao
dupla, um epdxido ou um tioepdxido;

um ou mais de entre R' e R* (ou R' e R’) (ou R
e R), R®" e R°, R® e R’, R® e R’, R e R, R"” ¢
RM, R e Rl6’ R e R18’ R o R2O, R?? o R23, R24
e R*°, R? (ou R?) esteja ligado a R’® (ou R?7),
R*® e R?’ formem uma ligacdo dupla com W, e W
seja seleccionado de entre enxofre, oxigénio,
NH ou N(algquilo C1-C¢);

2 (ou R’) se ligue a

um ou mais de entre R' e R
R* e R°, R® e R’ se liguem a R® e R/, R® e R’ se
liguem a R® e R, R® e R’ se liguem a RY e R
de modo a formarem uma ligacdo tripla;

ou um seu sal aceitédvel do ponto de vista

farmacéutico, em agricultura ou como pesticida.
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Em algumas concretizacdes, nas gquais um ou mais
de entre R' a R?% seja um alcenilo Cy-Cyy, um ou mais de
entre R' a R?® possam também incluir um grupo arilo ou

heteroarilo.

Em algumas concretizac¢cdes, nas gquais um ou mais
de entre R' a R?® seja um alcenilo Cy-Cso, as unidades

alcenilo possam ser singelas ou multiplas.

Noutras concretizacdes ainda, nas quais um ou
mais de entre R' a R*® seja um alcinilo C;-Cyp, um ou mais de
entre R' a R?® possam também incluir um grupo arilo ou

heteroarilo.

Noutras concretizacdes ainda, nas gquais um ou
mais de entre R' a R*® seja um alcinilo Cy-Cy9, as unidades

alcinilo possam ser singelas ou maltiplas.

Numa concretizacdo, o composto com a fédrmula (I)

seja um composto com a férmula (II):

na qual
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X, Y e Z sejam seleccionados independentemente de
entre -0-, -S-, -NH-, -N(algquilo Ci-Cs)- e -CHy-;

R’ seja seleccionado de entre -CH;, -cicloalquilo
C3-Cg, arilo, heterociclilo e heteroarilo;

RSI, R52, R57, R58’ R61’ R62, R67’ R68’ R?? e R’ sejam
seleccionados independentemente de entre hidrogénio,
-alquilo C1-Cjyy, -alcenilo C;-Cyp, -alcinilo Cy-Cgyq,
-cicloalquilo C3-Cg, —-arilo Cg-Ci4, —-heterocarilo Cs-Ci4,
-heterociclilo C3-Cis, arilalquilo, heteroarilalquilo,
heterociclilalquilo, alcoxialquilo, halo, -CN, -NO,,
-halocalquilo C;-Cip, -dihaloalquilo C:-Cip, -trihaloalquilo
C,-C1g, -COR, -COzR -OR, -SR, -N(R);, NROR, -ON(R),, -SOR,
-SO3R, -SO03R, -SON(R);, -SO2N(R)z, -SO3N(R)2, -P(R)3,

-P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R)2, -C(W)R e WC(W)R;

R a R’® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cjyp, -alcenilo C,-Cyg,
-alcinilo C;-Cyo, -cicloalguilo C3-Cg, -arilo Cg—Cig,
-heteroarilo Cs5-Cig, -heterociclilo C3-Ciyg4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO,, -halocalguilo C;-Cig, -dihaloalquilo C;-Ciq,
-trihaloalguilo C;-C;p, -COR, -CO;R, -OR, -SR, -N(R),,

-NROR, -ON(R),, -SOR, -SOsR, -S03R, —-SON(R),, -SON(R):,
-SOsN(R)2, -P(R)3, -P(0) (R)3, -0Si(R)s3, -OB(R)2, -C(W)R e
-WC(W)R; ou R e R’ tomados em conjunto formem uma ligacdo
dupla ou sejam -0-; ou R’ e R’ ou R e R’ tomados em
conjunto formem um grupo carbonilo;

R*” e R®’ sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cyo, -alcenilo Cy-Cjo,

-alcinilo Cy-Cyp, -cicloalguilo C3-Cg, -arilo Cg—Cig,
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-heteroarilo Cs-Ci4, -heterociclilo C3-Ciy4, arilalquilo,
hetercarilalquilo, heterociclilalquilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO;, -haloalquilo C;-Cig, -dihaloalquilo Ci-Cig,
-trihaloalquilo C;-Cyp, -COR, -CO;R, -OR, -SR, -N(R)g,
-NROR, -ON(R),, -SOR, -SO,R, -S03R, -SON(R);, -SO;N(R),,
-SO3N(R)2, -P(R)3, -P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R)2, -C(W)R e
-WC(W)R; ou R’? e R tomados em conjunto formem um grupo
carbonilo;

R63 e R66

sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C;-Cyy, -alcenilo C,-Cjyq,
-alcinilo Cy-Cyp, -cicloalquilo C3-Cg, -arilo Cg—Cig,
-heteroarilo Cs5-Cig, -heterociclilo C3-Ciyg4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO,, -halocalguilo C;-Cio, -dihaloalquilo C;-Cig,
-trihaloalgquilo C;-Ciy, -COR, -COR, -OR, -SR, -N(R)g,
-NROR, -ON(R);, -SOR, -SOyR, -S03R, -SON(R),, -SO:N(R):,
-SOsN(R)2, -P(R)3, -P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R)2, -C(W)R e
-WC (W)R; ou R** e R® tomados em conjunto formem uma ligacdo
dupla ou sejam -0-; ou R* e R* ou R® e R*® tomados em
conjunto formem um grupo carbonilo;

R’ e R’ sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo Ci1-Cjyp, -alcenilo C,-Cyg,
-—alcinilo Cy-Cyp, -cicloalguilo C3-Cg, -arilo Cg—Cig,
-heteroarilo Cs5-Cig, -heterociclilo C3-Cig4, arilalquilo,
hetercarilalquilo, heterociclilalquilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO;, -haloalquilo C;-Cig, -dihaloalquilo C1-Cig,
-trihaloalquilo C;-Cip, -COR, -CO;R, -OR, -SR, -N(R)g,
-NROR, -ON(R);, -SOR, -SO3R, -S03R, -SON(R);, -SO3;N(R)g,

-SOsN(R)2, -P(R)s, -P(0) (R)s, -OSi(R)s, -OB(R)2, -C(W)R e
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-WC(W)R; ou R e R’? tomados em conjunto formem um grupo
carbonilo;

R’”” e R'® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cyp, -alcenilo C,;-Csq,
—alcinilo Cy-Cyp, -cicloalquilo C3-Cg, —arilo Cg—Cig4,
-heteroarilo Cs5-Cyy4, -heterociclilo C3-Cig4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalqguilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO;, -halocalquilo C;-Ciy, -dihalocalquilo C;-Cio,
-trihaloalquilo C;-Cyp, -COR, -COyR, -OR, -SR, -N(R)j,

-NROR, -ON(R),, -SOR, -SO,R, -S03R, -SON(R),, -SO;N(R);,
-SO3N(R)2, -P(R)s, -P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R)2, -C(W)R e
-WC(W)R; ou R’® e R’ tomados em conjunto formem uma ligacdo
dupla ou sejam -0-; ou R” e R™ ou R” e R’® tomados em
conjunto formem um grupo carbonilo;

R"" e R'® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cip, -alcenilo Cy-Cip e
—alcinilo Cy-Cip;

W seja seleccionado de entre -0-, -S5-, -NH- e
-N(alquilo C;-Cg)-;

R seja seleccionado de entre hidrogénio, -alquilo
C1-Cyy, -alcenilo C,-Cyp, -alcinilo Cy-Cyy, -cicloalgquilo Csz-
Cg, -—arilo Cg—Ci4, -heteroarilo Cs-Cis, -heterociclilo Cs3-Ci4,
arilalquilo, heterocarilalquilo, heterociclilalquilo,
-halocalquilo C1-Cip, -dihaloalgquilo C;-Cip e -trihalocalquilo;

P € g sejam independentemente 0 ou 1; e

r seja um inteiro de 1 a 8;

em qgue os diversos grupos algquilo, alcenilo,
alcinilo, cicloalgquilo, arilo, heterociclilo e heteroarilo

sejam opcionalmente substituidos;
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ou um seu sal aceitédvel do ponto de vista

farmacéutico, em agricultura ou como pesticida.

Em algumas concretizacdes da férmula IT,

X, Y e Z sejam seleccionados independentemente de
entre -0- e -S-;

R’ seja seleccionado de entre -CHs;, -cicloalquilo
Cs-Cg, arilo, heterociclilo e heterocarilo;

R51, R52, R57, R58, R61, R62’ R67, R68, R%? o R7C sejam
seleccionados independentemente de entre sejam
seleccionados independentemente de entre hidrogénio,
-alquilo C1-Cyy, -alcenilo Cy-Cyp, -alcinilo Cy-Cgyq,
-cicloalquilo Cs3-Cg, —-arilo Cy3—-Ci4, -heterocarilo Cs5-Cig,
-heterociclilo C3=C14, arilalquilo, heteroarilalquilo,
heterociclilalquilo, alcoxialquilo, halo, -CN, -NOj,
-haloalquilo C;-Cip, -dihaloalgquilo C;-Cio, -trihaloalquilo
C,-C1g, -COR, -COyR, -OR, -SR, -N(R);, -NROR, -ON(R),, -SOR,
-S0sR, -SO3R, -SON(R);, -SO,N(R)z, —-SO3N(R),, —-P(R)s3,

-P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R),, -C(W)R e -WC(W)R;

R*® a R’® sejam seleccionados independentemente de
entre sejam seleccionados 1independentemente de entre
hidrogénio, -alquilo C;-Cyg, -alcenilo Cy-Cyo, -alcinilo Cy-
Cyp, -cicloalgquilo C3-Cg, -arilo Cy-Ci4, -heterocarilo Cs-Ci4,
-heterociclilo C3=Cia4, arilalquilo, heteroarilalquilo,
heterociclilalquilo, alcoxialquilo, halo, -CN, -NOj,
-haloalquilo C;-Cip, -dihaloalgquilo C;-Cio, -trihaloalquilo
C,-C19, -COR, -COyR, -OR, -SR, -N(R);, -NROR, -ON(R),, -SOR,

-SOz2R, -SOs3R, -SON(R),, -SO,N(R)z, -SO3N(R),, -P(R)s3,
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-P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R),, -C(W)R e -WC(W)R; ou R’ e R”
tomados em conjunto formem uma ligacdo dupla ou -0-;

R’ seja hidrogénio e R°’ seja seleccionado de
entre -0H, -O-algquilo Ci1-Cio, -O-alcenilo Cy-Cig, -0-
cicloalquilo, -0O-arilo, -O-heterociclilo, -O-heteroarilo,
-O-alquil CC;-Cip-cicloalquilo, -0O-alquil C;-Cip-arilo, -0-
alquil C;-Cig-heterociclilo, -0O-alquil C;-Cip—heterocarilo e
-0C(0)R; ou R e R®® tomados em conjunto formem um grupo
carbonilo;

R®® eR®® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C;-Cyo, -alcenilo Cy-Cjo,
—alcinilo Cy-Cyp, -cicloalquilo C3-Cg, -arilo Cg—Cig4,
-heteroarilo Cs5-Cig4, -heterociclilo C3-Cig4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO;, -halocalquilo Ci-Cip, -dihalocalquilo C;-Cio,
-trihaloalquilo C;-Cyp, -COR, -CO3R, -OR, -SR, -N(R)g,

-NROR, -ON(R)j;, -SOR, -SOyR, -S0O3R, -SON(R);, -SO3N(R),
-SOsN(R)2, -P(R)3, -P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R)2, -C(W)R e
-WC(W)R;

R®® seja hidrogénio e R°® seja seleccionado de
entre -0OH, -O-algquilo C;-Cig, -O-alcenilo Cy-Ciqo, -0-
cicloalgquilo, -0O-arilo, -O-heterociclilo, -O-heterocarilo,
-O-alquil C;-Cip-cicloalquilo, -0O-alquil C;-Cip-arilo, -0-
alquil C;-Cip~heterociclilo, -O-algquil C;-Cip-heterocarilo e
-0C(0)R; ou R” e R®® tomados em conjunto formem um grupo
carbonilo; ou R* e R® tomados em conjunto formem uma
ligacdo dupla;

R’ seja hidrogénio e R’ seja seleccionado de

entre -0H, -O-algquilo C1-Ciq, -0-alcenilo Cy—Ciq, -0-
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cicloalgquilo, -O-arilo, -O-heterociclilo, -O-heteroarilo,
-0O-algquil C;-Cip-cicloalquilo, -0O-alquil C;-Cip-arilo, -0-
alquil C;-Cig-heterociclilo, -0O-alquil C;-Cip—hetercarilo e
-0C(0)R; ou R e R’? tomados em conjunto formem um grupo
carbonilo;

R’”® a R’® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cjyp, -alcenilo C,;-Csq,
-alcinilo Cy-Cyp, -cicloalquilo C3-Cg, —arilo Cg—Cigq,
-heteroarilo Cs5-Cig4, -heterociclilo C3-Cig4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalqguilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO;, -halocalquilo C;-Ciy, -dihalocalquilo Ci1-Cio,
-trihaloalgquilo C;-Cip, -COR, -CO;R, -OR, -SR, -N(R)g,

-NROR, -ON(R),, -SOR, -SO2R, -S03R, -SON(R),, -SO:N(R):,
-SO3N(R)2, -P(R)s, -P(0) (R)3, -0Si(R)s, -OB(R)2, -C(W)R e
-WC(W)R; ou R’® e R” tomados em conjunto formem uma ligacdo
dupla ou -0-;

R e R'® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio e —-alquilo C1-Cig;

W seja seleccionado de entre -0-, -S-, -NH- e
-N(alquilo C;-Cg)-;

R seja seleccionado de entre hidrogénio, -alquilo
C1-Cyg, -alcenilo Cy-Cyo, -alcinilo Cy;-Cjyp, -cicloalquilo Cs-
Cg, -arilo Cg—Ci4, -heterocarilo Cs-Cis, -heterociclilo Cz3-Cig4,
arilalquilo, heteroarilalquilo, heterociclilalquilo, -
haloalquilo C;-Cip, -dihaloalquilo C;-Ciyp e -trihaloalquilo
C1-Cro7

p e q sejam 0 ou 1; e

r seja um inteiro de 1 a 8;
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em que os diversos grupos algquilo, alcenilo,
alcinilo, cicloalguilo, arilo, heterociclilo e heteroarilo
sejam opcionalmente substituidos;

ou um seu sal aceitdvel do ponto de vista

farmacéutico, da agricultura ou como pesticida.

Em algumas concretizacbes, o composto com a

férmula I € um composto com a férmula IIT:

R76 R75

R53 R54 R57 R5B

R59 RGO

51 p52 55 p&8
RE'RS2  R%R 0 6a

R65 Ro6

na qual:

R°C seja seleccionado de entre -CHs,
-cicloalquilo C3-Cg, arilo, heterociclilo e
heteroarilo;

R,  R%?, R e R°® sejam seleccionados
independentemente de entre hidrogénio, -alquilo
C1-Cyp, -alcenilo Cy-Cyy, -alcinilo C,-Cyo,
-cicloalquilo C3-Cg, -arilo Cg—Ci4, -heteroarilo
Cs=Cis4, -heterociclilo C3-Cig4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo,

alcoxialquilo, halo, -CN, -NO,, -haloalquilo
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C1-Cy1g, -dihaloalgquilo C;-Cqg, -trihaloalquilo
C;-C10, -COR, -CO3R, -OR, -SR, -N(R):, -NROR,
-ON(R)2, -SOR, -SO3R, -SO3R, -SON(R),, -SO3;N(R)g,
-SO3N(R)2, -P(R)s, -P(0) (R)3s, -0Si(R)s3, -OB(R)g,
-C(O)R e -0OC(0O)R;

R°? a R°® sejam seleccionados independentemente
de entre hidrogénio, -alquilo C;-C,y, =-alcenilo
Cy-Cyg, —alcinilo Cy-Cyy, -cicloalquilo C3-Cg,
—arilo Cg-C14, -heterocarilo Cs5-Cig4,
-heterociclilo C3-C14, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo,
alcoxialquilo, halo, -CN, -NO;, -halocalquilo
C1-Cqo, -dihaloalquilo C;-Cigq, -trihaloalquilo
C;-Ci0, -COR, -CO2R, -OR, -SR, -N(R):, -NROR,
-ON(R);, —-SOR, -SO;R, -SO3R, -SON(R);, -SO;N(R)g,
-SOsN(R)2, -P(R)s, -P(O) (R)3, -0Si(R)s, -OB(R)g,
-C(O)R e -0C(O)R; ou R e R, tomados em
conjunto, formem uma ligacdo dupla ou -0-;

R’® seja hidrogénio e R°’ seja seleccionado de
entre -0H, -0O-alquilo C;-Ci;p, -O-alcenilo Cy;-Cig,
-O-cicloalquilo, -O-arilo, -O-heterociclilo,
-O-hetercarilo, -0O-alquil C;-Cip-cicloalquilo,
-O-alquil C1-Cio-arilo, -O-alquil C1-C1o-
heterociclilo, -O-alquil C;-Cigp~heterocarilo e
-0C(0)R; ou R’? e R® tomados em conjunto formem
um grupo carbonilo;

R%? e R® sejam hidrogénio;

R®> seja hidrogénio e R*® seja seleccionado de

entre -0OH, -0O-alquilo Ci1-Ciq,
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-O-alcenilo Cy-Cip, -O-cicloalquilo, -O-arilo,
-O-heterociclilo, -O-heteroarilo, -0O-alquil C;-
Cip-cicloalquilo, -O-alquil C;-Cip-arilo, -0-
alquil C;-Cip—heterociclilo, -0O-alquil C;-Cio-
heteroarilo e -0C(0O)R; ou R*® e R®® tomados em
conjunto formem um grupo carbonilo; ou R** e R®°
tomados em conjunto formem uma ligacdo dupla;
R’" seja hidrogénio e R’? seja seleccionado de
entre -0OH, -0O-alquilo C;-Cip, -O-alcenilo Cy;-Cig,
-O-cicloalquilo, -0O-arilo, -O-heterociclilo,
-O-heteroarilo, -O-alquil C;-Cip-cicloalquilo,
-0O-alquil C1-Cip-arilo, -O-alquil C1-Cro-
heterociclilo, -0-alquil C;-Cipy-heterocarilo e -
OC(0)R; ou R™ e R’? tomados em conjunto formem
um grupo carbonilo;

R a R’® sejam seleccionados independentemente
de entre hidrogénio, -alquilo C;-C,y, =-alcenilo
Cy-Cyg, —alcinilo Cy-Cyy, -cicloalquilo C3-Cg,
—arilo Cg-C14, -heterocarilo Cs5-Cig4,
-heterociclilo C3-C14, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo,
alcoxialquilo, halo, -CN, -NO;, -haloalquilo
C1-Cqo, -dihaloalquilo C;-Cigq, -trihaloalquilo
C1-Ci0, -COR, -CO2R, -OR, -SR, -N(R):, -NROR,
-ON(R),, —-SOR, -SO;R, -SO3R, -SON(R),;, -SO;N(R),,
-SOsN(R)2, -P(R)s, -P(0) (R)3, -0Si(R)s, -OB(R)2,
-C(W)R e -WC(W)R; ou R™ e R, tomados em

conjunto, formem uma ligacdo dupla ou -0-;
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R seja seleccionado de entre hidrogénio,
—algquilo Ci1-Cyp, -alcenilo Cy-Cyo, -alcinilo Cy-
Coo, -cicloalquilo Cs—-Cg, -arilo Cs—C14,
heteroarilo Cs=Cia4, -heterociclilo C3-Cia4,
arilalquilo, hetercarilalquilo, heterociclil-
alquilo, -haloalquilo C;-Cig,

-dihaloalquilo C1-Cig e -trihaloalquilo C1-Cip;

p e g sejam 0 ou 1; e

r seja um inteiro de 1 a 8;

em que os diversos grupos algquilo, alcenilo,
alcinilo, cicloalguilo, arilo, heterociclilo e heteroarilo

sejam opcionalmente substituidos;

ou um seu sal aceitédvel do ponto de vista

farmacéutico, para agricultura ou como pesticida.

Nas concretizacdes preferidas dos compostos com a
férmula 1T, aplica-se uma ou mais das seguintes

especificacdes:

X, Y e Z sejam independentemente oxigénio ou
enxofre; em particular oxigénio;

R°" seja -CHs, arilo, heterociclilo ou
heteroarilo, em particular -CHs, fenilo ou
heteroarilo, mais particularmente -CHs;, fenilo
ou benzodioxolano;

R,  R%?, R e R°® sejam seleccionados

independentemente de entre hidrogénio, -alquilo
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C1-Cs, -alcenilo Cy-Cq, -alcinilo C,-Cg,
-cicloalquilo Cs3-Cg, -arilo Cg—Ci4, -heteroarilo
Cs-C14, -heterociclilo C3-Ci4, halo, -CN, -NO,,
-haloalgquilo C;-Cs, -dihaloalquilo C1-Cg,
-trihaloalquilo C;-C4, -CO-alguilo C;-Cg, -CO2H,
-CO,-alquilo C;-C¢, -OH, =-O-alquilo C;-C¢, =-SH,
-S-algquilo C;-Cg, -NH;, -NH-alquilo Ci-Cg,
-N(alguilo C1-Cg), e -0C(0)-alquilo C:1-Cs; em
particular hidrogénio, alquilo C;-Cg, -CO-
alquilo C,-C4, -COyH, COz-alguilo C;-C4, -OH,
-O-alguilo C:-Cs¢ e -0C(0)-alquilo Ci1-Cs; e em
particular hidrogénio;

R>® a R°® sejam seleccionados independentemente
de entre hidrogénio, -alquilo C;-Cg, =-alcenilo
C,-Cg¢, —alcinilo C,-C4, -cicloalguilo Cs-Cg,
—arilo Cg-Ci14, -heterocarilo Cs5-Cig4,
-heterociclilo C3-Cy4, halo, -CN, -NOg,
-haloalquilo C;-Cs, -dihaloalgquilo C;-Cg,
-trihaloalquilo C;-Cq, -CO-alquilo C.:-Cg, -COzH,
-COy-algquilo C;-C4, -0OH, -0O-alquilo C,-Cgs, -SH,
-S-algquilo C;-Cg, -NH,;, -NH-alquilo C;-Cg,
-N(alquilo Ci1-Cg)s e -0OC(0)-algquilo C;-Cs; ou R’
e R’ tomados em conjunto formem uma ligacédo
dupla ou -0-; em particular hidrogénio,
-—alquilo C;-C¢, -CO-alquilo C;-Cg, -COH, -CO,-
alquilo C;-Cg, -0OH, -0O-alquilo C;-Cs e -0C(O0)-
alquilo C1-Cs ou R’ e R’ tomados em conjunto

formem uma ligacdo dupla ou -0-; e em
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particular hidrogénio ou R’* e R’ tomados em
conjunto formem uma ligacdo dupla ou -0-;

R°? seja hidrogénio e R°’ seja seleccionado de
entre -0H, -0O-alquilo C;-Cio, -O-alcenilo Cy;-Cig,
-O-cicloalquilo, -O-arilo, -O-heterociclilo,
-O-hetercarilo, -0O-alquil C;-Cip-cicloalquilo,
-O-alquil C1-Cio-arilo, -O-alquil C1-C1g-
heterociclilo, -0O-alquil C;-Cig~heterocarilo e
-0C(0)R; ou R’ e R tomados em conjunto formem
um grupo carbonilo; em particular quando R®°
seja -OH, -O-alguilo C;-Cip e -0C(0)-alquilo C;-
Cio; ou R eR®’ tomados em conjunto formem um
grupo carbonilo;

R, R®?, R®, R®®, R® e R'% sejam seleccionados
independentemente de entre hidrogénio, -alquilo
C1-Cs, -alcenilo C,-Cgs, -alcinilo Cy-Cg,
-cicloalquilo C3-Cg, =-arilo Cg-Cis, -heteroarilo
Cs=Ci4, -heterociclilo C3-Cis, halo, -CN, -=NOj,
-haloalquilo C;-C4, -dihaloalquilo C1-Cg,
-trihaloalquilo C;-C4, -CO-algquilo C;-Cs, -CO,H,
-CO;-algquilo C;-Cg4, -OH, -0O-alquilo C;-Cg, -SH,
-S-alquilo C;-Cg, -NH;, -NH-alquilo C:-Cg,
-N(alquilo Ci-Cg)z e -0C(0)-alquilo C;-Cg; em
particular hidrogénio, -alquilo C;-Cs, -OH, -0-
alquilo C;-Cs e -CO-algquilo C;-C¢; e mais em
particular hidrogénio;

R e R*® sejam seleccionados independentemente
de entre hidrogénio, -alquilo C:-C4, -alcenilo

Cy,-Cs, —alcinilo Cy-C4, -cicloalquilo C3-Cg,
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-arilo Cg-Ci4, —-heteroarilo Cs-Cig,

-heterociclilo C3-Ci4, halo, -CN, -NO,,
-haloalquilo C;-Cs, -dihaloalquilo C1-Cg,
-trihaloalquilo C;-C4, -CO-algquilo C1-Cs, -COzH,
-COy-algquilo C;-Cg¢, -OH, -0O-algquilo C;-Cg¢, -SH,
-S-alquilo C;-C4, -NH,, -NH-alquilo C;-Cg,
-N(alquilo C;-Cg), e -0C(0)-algquilo C;-Cg; em
particular hidrogénio, -algquilo C;-Cs, -O0OH,
-O-alquilo C1-Cs e -0C(0)-algquilo C;-Cy; mais em
especial hidrogénio;

R®> seja hidrogénio e R*® seja seleccionado de
entre -OH, -O-alquilo C;-Cip, -O-alcenilo Cy-Cio,
-O-cicloalquilo, -O-arilo, -O-heterociclilo,
-O-heterocarilo, -0-alquil C;-Cip-cicloalquilo,
-0O-alquil C;-Cip-arilo, -O-alquil C1-Cro-
heterociclilo, -O-alquil C:;-Cip—hetercarilo e
-0C(0)R; ou R’ e R tomados em conjunto formem
um grupo carbonilo; em particular quando R®°
seja -0H, -0O-alquilo C;-Ci;y e -0-C(0)-algquilo
Ci-Ci0; ou R’? e R®® tomados em conjunto formem
um grupo carbonilo;

ou R e R® formem uma ligacdo dupla ou -0-; em
particular uma ligacdo dupla;

R’" seja hidrogénio e R’ seja seleccionado de

entre -0OH, -O-alquilo C;-Cip, -O-alcenilo C,-Cio,

-O-cicloalquilo, -0O-arilo, -O-heterociclilo,
-O-heterocarilo, -0-alquil C;-Cipo-cicloalquilo,
-O-alquil C1-Cip-arilo, -O-alquil C1—Cio-

heterociclilo, -0O-alquil C;-Cip—heterocarilo e
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-0C(0)R; ou R™ e R’ tomados em conjunto formem
um grupo carbonilo; em particular quando R’
for -OH, -0O-alquilo C1-C;p e -0C(0)-alguilo C;i-
Cio; ou R e R’? tomados em conjunto formem um
grupo carbonilo;

R’3, R4, R e R’® sejam seleccionados
independentemente de entre hidrogénio, -alquilo
C1-Cs, —-alcenilo Cy-Cg, -alcinilo C,-Cs,
-cicloalquilo C3-Cg, —arilo Cg-Ci4,

-heteroarilo Cs-Cj4, -heterociclilo C3-Ci4, halo,
-CN, -NO;, -haloalguilo C;-Cs, -dihaloalquilo
C1-C¢, -trihaloalquilo C;-C¢, -CO-alquilo C1-Cg,
-COyH, -COz-alguilo C1-Cs, -OH, -O-alquilo C:-Cg,
-SH, -S-alquilo C;-Cs, -NH,, -NH-algquilo C;-Csg,
N(alguilo C:1-Cg), e -0OC(0)-alguilo C1-Cs ou R™® e
R’”® tomados em conjunto formem uma ligac&o
dupla ou -0-; em particular hidrogénio,
-alquilo C;-C3, -OH, -0O-algquilo C;-Cs e -0C(0)-
alquilo C1-Cs ou R’ e R” tomados em conjunto
formem wuma ligacdo dupla ou -0-; mais em
especial hidrogénio ou R’ e R’® tomados em
conjunto formem uma ligacdo dupla ou -0-;

R e R’® sejam seleccionados independentemente
de entre hidrogénio e -algquilo C;-Cs3; em
particular hidrogénio e metilo, mais em
particular hidrogénio;

r seja um inteiro de 3 a 7.
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Em algumas concretizacdes, o composto da invencéo

¢ seleccionado de entre:

também denominado EBRI-23;

também denominado EBI-24;

também denominado EBI-25;

também denominado EBI-42;
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também denominado neste documento EBI-73;

Incluem-se noutros compostos da invencéo:
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0 termo "alquilo" refere-se a grupos
hidrocarboneto com cadeia linear ou ramificada,
opcionalmente substituidos, contendo 1 a 20 A&tomos de
carbono. Quando seja apropriado, o grupo algquilo pode
conter um numero de 4atomos de carbono especificado, por
exemplo -alquilo C;-Cs que inclui grupos alquilo contendo
1, 2, 3, 4, 5 ou 6 &tomos de carbono dispostos de modo
linear ou ramificado. Incluem-se nos exemplos néao
limitativos dos grupos algquilo, metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, s-butilo, t-butilo, pentilo, 2-
metilbutilo, 3-metilbutilo, hexilo, heptilo, 2-
metilpentilo, 3-metilpentilo, 4-metilpentilo, 2-etilbutilo,
3-etilbutilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo,

tridecilo, tetradecilo, pentadecilo.

0 termo "alcenilo" refere-se a grupos
hidrocarboneto insaturados lineares ou ramificados,

opcionalmente substituidos, contendo 2 a 20 &tomos de
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carbono e apresentando pelo menos uma ligacdo dupla. Quando
apropriado, o) grupo alcenilo pode ter um  numero
especificado de &tomos de carbono, por exemplo, alcenilo
Cy,-Cs, que inclui grupos alcenilo contendo 2, 3, 4, 5 ou 6
dtomos de carbono dispostos de forma linear ou ramificada.
Incluem-se nos exemplos ndo limitativos de grupos alcenilo,
0s grupos etenilo, propenilo, isopropenilo, butenilo, s-
butenilo e t-butenilo, pentenilo, hexenilo, hept-1,3-dieno,

hex-1, 3-dien, trieno que nao seja 1,3,5, e outros

semelhantes.
0 termo "alcinilo" refere-se a grupos
hidrocarboneto lineares ou ramificados, insaturados,

opcionalmente substituidos, contendo 2 a 20 &tomos de
carbono e apresentando pelo menos uma ligacdo tripla.
Quando tal seja apropriado, o grupo alcinilo pode conter o
nimero de &tomos de carbono especificado, por exemplo, oS
grupos alcinilo Cy;-C¢ contém 2, 3, 4, 5 ou 6 A&tomos de
carbono, dispostos de um modo linear ou ramificado.
Incluem-se nos exemplos nao limitativos dos grupos
alcinilo, 0s grupos etinilo, propinilo, butinilo,

pentinilo, hexinilo e outros semelhantes.

Os termos "cicloalguilo" e "carbociclico" referem
grupos carbonados opcionalmente substituidos, saturados ou
insaturados, monociclicos, biciclicos ou triciclicos.
Quando seja apropriado, o) grupo cicloalquilo pode
apresentar um numero especificado de &4tomos de carbono, por

exemplo, cicloalquilo Cs-Cs ¢é um grupo carbociclico
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contendo 3, 4, 5 ou 6 &tomos de carbono. Podem incluir-se
nos exemplos n&do limitativos o8 grupos ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclopentenilo, ciclohexilo,

ciclohexenilo, e ciclohexadienilo, e outros semelhantes.

"Arilo" significa um sistema anelar carbociclico
monociclico, biciclico ou triciclico em Cg-Ci4, contendo até
7 &4tomos em cada anel, no qual pelo menos um anel seja
aromatico. Incluem-se nos exemplos de grupos arilo, sem que
a estes eles se limitem, fenilo, naftilo,
tetrahidronaftilo, indanilo e Dbifenilo. O arilo pode
incluir 1-3 anéis de benzeno. Caso estejam presentes dois
ou mais anéis aroméaticos, entdo os anéis podem estar
fundidos uns aos outros, de tal modo que anéis adjacentes

partilhem em comum uma ligacédo.

"Heterociclico" ou "heterociclilo" referem-se a
anéis ndo aromédticos contendo 3 a 8 &tomos no anel, e
destes 4tomos, 1 a 4 sejam heterodatomos, sendo o anel
referido isolado ou estando fundido a um segundo anel
seleccionado de entre os anéis aliciclicos contendo 3 a 7
membros, dos quais 0 a 4 sejam heterocdtomos, em que o0s
heterodtomos referidos sejam seleccionados independente-
mente de entre 0O, N e S. Heterociclico inclui grupos
heterociclicos parcial e completamente saturados. Os
sistemas heterociclicos podem estar 1ligados a outras
espécies através de um dos seus A&tomos de carbono ou
heterodtomos, e podem ser tanto saturados como insaturados,

incluindo todas as formas de espécies hidrocarboneto.
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Incluem-se nos exemplos ndo limitativos dos heterociclicos,

0s grupos pirrolidinilo, pirrolinilo, piranilo,
piperidinilo, piperazinilo, morfolinilo,
tetrahidrofuranilo, tetrahidrotiofenilo, pirazolinilo,

ditiolilo, oxatiolilo, dioxanilo, dioxinilo, oxazinilo,
azepinilo, diazepinilo, tiazepinilo, oxepinilo e tiapinilo,

imidazolinilo, tiomorfolinilo, e outros semelhantes.

O termo "heteroarilo", tal como se utiliza neste
documento, significa um sistema anelar estdvel, monociclico
ou biciclico, com até 7 atomos por anel, no qual pelo menos
um anel seja aromético e pelo menos um anel contenha 1-4
heterodtomos, seleccionados de entre enxofre, oxigénio e
azoto. Incluem-se nos heteroarilo, sem gque estes se limitem

a eles, os grupos oxazolilo, tiazolilo, tienilo, furilo, 1-

isobenzofuranilo, pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo,
isotiazolilo, iso-oxazolilo, piridilo, pirazinilo,
pirimidinilo, piradazinilo, indolizinilo, isoindolilo,

indolilo, purinilo, ftalazinilo, 1,2,3-triazolilo, 1,2,4-
triazolilo, 1,2,3-oxadiazoilo, 1,2,4-oxadiazolilo, 1,2,5-
oxadiazolilo, 1,3,4-oxadiazolilo, 1,2,3,4-oxatriazolilo,
1,2,3,5-oxatriazolilo, 1,3,5-triazinilo, 1,2,4-triazinilo,
1,2,3-triazinilo, benzofuranilo, isobenzofuranilo,
tionaftenilo, isotionaftenilo, indoleninilo, 2-
isobenzazolilo, 1,5-pirindinilo, pirano([3,4-blpirrolilo,
isoindazolilo, indoxazinilo, benzoxazolilo, quinolinilo,
isoquinolinilo, <c¢inolinilo, gquinazolinilo, naftiridinilo,
pirido[3,4-blpiridinilo, pirido[3,2-blpiridinilo,

pirido[4,3-blpiridinilo, acridinilo, carbazolilo,
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quinoxalinilo, pirazolilo, benzotriazolilo, tiofenilo,
isoquinolinilo, piridinilo, tetrahidroquinolinilo,
benzazepinilo, benzodioxanilo, benzoxepinilo,

benzodiazepinilo, benzotiazepinilo, e outros semelhantes.

Os grupos alquilo, alcenilo, alcinilo,
cicloalgquilo, arilo, heterocarilo e heterociclilo podem ser
substituidos com um ou mais substituintes seleccionados
independentemente de entre -¥, -Cl, -Br, -I, -CO3;R, -CN,
-OR, -SR, -N(R),, -NO,, -NROR, -ON(R),, -SOR, -SO;R, -SO03R,
-SON(R)2, -SOzN(R)z, -SOsN(R)z, -P(R)s3, -P(=0) (R)3, -0Si(R)s,

-0B(R)2, em que R seja tal como se definiu acima.

Tal como se utilizam neste documento, o0s termos
"halo" ou "halogéneo" referem-se a fltor (fluoro), cloro

(cloro), bromo (bromo) e iodo (iodo).

Outro aspecto ainda da invencdo proporciona um
sal aceitavel do ponto de vista farmacéutico, da
agricultura ou como pesticida, de um composto com a férmula

(I) ou a férmula (II).

Os termos "sais aceitédveis do ponto de vista
farmacéutico", "sais aceitédveis em agricultura" ou "sais
aceitdveis a titulo de pesticidas", tal como se utilizam
neste documento, referem-se a sais que sejam seguros do
ponto de vista toxicoldgico, para administracdo sistémica
ou localizada, ou adequados para aplicacdo a uma planta ou

num ambiente agricola, industrial ou doméstico. Podem
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seleccionar-se o0s sails aceitédveis de um ponto de vista
farmacéutico, para agricultura ou como pesticidas, de entre
o conjunto incluindo os sais com metais alcalinos e
alcalino-terrosos, de amdénio, de aluminio, de ferro, de
amina, de glucosamina, cloreto, sulfato, sulfonato,
bissulfato, nitrato, citrato, tartarato, bitartarato,
fosfato, carbonato, bicarbonato, malato, maleato,
napsilato, fumarato, succinato, acetato, benzoato,
tereftalato, pamocato, pectinato e de s-metilmetionina,

piperazina, e outros semelhantes.

Entender-se-4 também que os compostos da invencéo
podem possuir centros assimétricos e sdo portanto capazes
de existir sob mais do que uma forma estereoisomérica. A
invencdo portanto diz também respeito a compostos sob forma
isomérica substancialmente pura, num ou mais centros
assimétricos, por exemplo, com um e€.e. maior do que 90 %,
tal como cerca de 95 % ou 97 % de e.e. ou mais do gque 99 %
de e.e., bem como misturas, incluindo misturas racémicas,
dos estereoisdmeros. Podem obter-se estes isémeros
isolando-os a partir fontes naturais, ou por sintese
assimétrica, por exemplo utilizando intermedidrios quirais,
ou por resolucdo guiral. Os compostos da invencdo podem
existir sob a forma de isdémeros geométricos. A invencédo

também diz respeito a compostos em formas substancialmente

puras cis (Z) ou trans (E), ou a misturas destas.

Podem obter-se os compostos da invencdo presente

por isolamento a partir de uma planta ou de uma parte de
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uma planta, ou por derivatizacdo do composto isolado, ou

por derivatizacdo de um composto relacionado.

Também se descreve um método para se isolar um ou
mais compostos com a férmula (I) ou com a férmula (II),
método este que inclui o passo de se extrair o referido
composto ou mais compostos a partir de uma planta ou de uma

parte de planta.

Preferivelmente, a planta pertence a familia

Lauraceae.

Preferivelmente, o género é Litsea, Cinnamonium,

Cryptocarya, Beilschmiedia, Endiandra, Neolitsea e Lindera.

Preferivelmente a espécie é Litsea spp. tal como
Litsea sebifera, Litsea polyantha, Litsea cossiaefolia,
Litsea elliptica, Litsea ferruginea, Litseafirma, Litsea
garciae, Litsea oppositifolia, Litsea australis, Litsea
bennettii, Litsea bindoniana, Litsea breviumbellata, Litsea
connorsii, Litsea faweettlana, Litsea glutinosa, Litsea
granitica, Litsea leefeana, Litsea macrophylla. Litsea
reticulata; particularmente Litsea breviumbellata, Litsea
connorsii e Litsea leefeana; Cinnamonium spp. tal como
Cinnamonium acuminarifolium, Cinnamonium acuminatissimum,
Cinnamonium acutatum, Cinnamonium africanum, Cinnamonium
aggregatum, Cinnamonium alainii, Cinnamonium alatum,
Cinnamonium albiflorum, Cinnamonium alcinii, Cinnamonium

alexel, Cinnamonium alibertii, Cinnamonium alternifolium,
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Cinnamonium altissimum, Cinnamonium ammannii, Cinnamonium
amoenum, Cinnamonium amplexicaule, Cinnamonium amplifolium,
Chinamomum anacardium, Cinnamonium andersonii, Cinnamonium
angustifolium, Cinnamonium angustitepalum, Cinnamonium
antillarum, Cinnamonium appelianum, Cinnamonium arbusculum,
Cinnamonium archboldianum, Cinnamonium areolatocostae,
Cinnamonium areolatum, Cinnamonium areolatum, Cinnamonium
arfakense, Cinnamonium argenteum, Cinnamonium aromaticum.
Cinnamonium arsenei, Cinnantomum asa-grayi, Cinnamonium
assamicum, Cinnamonium aubletii, Cinnamonium aureo—-fulvum,
Cinnamonium australe, Cinnamonium austro-sinense,
Cinnamonium austro-yunnanense, Cinnamonium bahianum,
Cinnamonium bahiense, Cinnamonium baileyanum, Cinnamonium
baillonii, Cinnamonium balansae, Cinnamonium bamoense,
Cinnamonium barbato—-axillatum, Cinnamonium barbeyanum,
Cinnamonium barlowii, Cinnamonium bartheifolium,
Cinnamonium barthii, Cinnamonium bazania, Cinnamonium
beccaril, Cinnamonium bejolghota, Cinnamonium bengalense,
Cinnamonium biafranum, Cinnamonium bintulense, Cinnamonium
birmanicum, Cinnamonium blumei, Cinnamonium bodinieri,
Cinnamonium bonii, Cinnamonium bonplandii, Cinnamonium
borneense, Cinnamonium bourgeauvianum, Cinnamonium
boutonii, Cinnamonium brachythyrsum, Cinnamonium
bractefoliaceum, Cinnamonium burmannii, Cinnamonium
camphora, Cinnamomum cassia (sindénimo de C. aromaticum),
Cinnamonium caudiferum, Cinnamonium chartophyllum,
Cinnamonium citriodorum, Cinnamonium contractum,
Cinnamonium filipes, Cinnamonium glanduliferum, Cinnamonium
glaucescens, Cinnamonium ilicioides, Cinnamonium
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impressinervium, Cinnamonium iners, Cinnamonium japonicum,
Cinnamonium javanicum, Cinnamonium jensenianum, Cinnamonium
kotoense, Cinnamonium kwangtungense, Cinnamonium liangii,
Cinnamonium longepaniculatum, Cinnamonium longipetiolatum,
Cinnamonium loureiroi, Cinnamonium mairei, Cinnamonium
micranthum, Cinnamonium migao, Cinnamonium mollifolium,

Cinnamonium oliveri, Cinnamonium osmophloeum, Cinnamonium

parthenoxylon, Cinnamonium pauciflorum, Cinnamonium
philippinense, Cinnamonium pingbienense, Cinnamonium
pittosporoides, Cinnamonium platyphyllum, Cinnamonium
porphyrium, Cinnamonium propinguum, Cinnamonium
reticulatum, Cinnamonium rigidissimum, Cinnamonium
saxatile, Cinnamonium septentrionale, Cinnamonium

subavenium, Cinnamonium tamala, Cinnamonium tenuipilum,

Cinnamonium tonkinense, Cinnamonium triplinerve,
Cinnamonium tsangii, Cinnamonium tsoi, Cinnamonium
validinerve, Cinnamonium verum, Cinnamonium virens,
Cinnamonium wilsonii e Cinnamonium laubatii, e em

particular Cinnamonium laubatii, Cinnamonium oliveri,
Cinnamonium virens e Cinnamonium camphora; ou Cryptocarya
spp. tal como C. alba, C. angulata, C. aristata, C.
ashersoniana, C. chinensis, C. cinnamomifolia,

corrugata, C. crassinervia, C. cunninghamiana,

C
C
densiflora, C. ferrea, C. foetida, C. gigantocarpa, C.
glaucescens, C. grandis, C. hypospodia, C. invasorium, C
C

laevigata, C. leptospermoides, C. inackinnoniana, .
massoia, C. meissneri, C. membranaceae, C. multipaniculata,
C. murrayi, C. nigra, C. nitens, C. oblata, C. odorata, C.

palawanensis, C. pleurosperma, C. pluricostata, C. rigida,
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C. scortechinii, C. transversa, C. tomentosa, C.
triplinervis, C. vulgaris, C. angulata, C. bamagana, C.
bellendenkerana, C. bidwillii, C. brassii, C. burckiana, C.
clarksoniana, C. claudiana, C. cocosoides, C. cunninghamii,
C. endiandrifolia, C. erythoxylon, C. exfoliata, C,
floydii, C. foveolata, C. glaucocarpa, C. leucophylla, C.
lividula, C. macdonaldii, C. meisneriana, C. melanocarpa,
C. microneura, (. obovata, C. onoprienkoana, C. putida, C.
rhodosperma, C. saccharata, C. sclerophylla, C. smaragdina,
C. sp Boonjee, C. sp Gadgarra, CC. triplinervis var.
riparia; em particular C. angulata, C. bamagana, C.
bellendenkerana, C. bidwillii, C. brassii, C. clar-
ksoniana, C. cocosoides, (. corrugata, C. cunninghamii, C.
exfoliata, C. glaucescens, C. grandis, C. hypospodia, C.
laevigata, C. leucophylla, C. 1ividula, C. macdonaldii, C.
mackinnoniana, C. melanocarpa, C. microneura, C. murrayi,
C. oblata, C. onoprienkoana, C. pleurosperma, C. putida, C.

rhodosperma, C. triplinervis var. riparia, C. vulgaris;

Beilschmiedia bancrofii, Beilschmiedia brunnea,
Beilschmiedia castrisinensis, Beilschmiedia collina,
Beilschmiedia elliptica, Beilschmiedia obtusifolia,
Beillschmiedia oligandra, Beilschmiedia peninsularis,

Beilschmiedia recurva, Beilschmiedia tooram, Beilschmiedia
volckii; em particular Beilschmiedia bancroftii,
Beilschmiedia castrisinensis, Beilschmiedia peninsularis,
Beilschmiedia recurva, Beilschmiedia tooram, Beilschmiedia
volckii, Endiandra acuminata, FEndiandra anthropophagorum,
Endiandra bellendenkerana, Endiandra bessaphila, FEndiandra

collinsii, Endiandra compressa, Endiandra cooperana,
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Endiandra cowleyana, Endiandra crassiflora, Endiandra
dichrophylla, Endiandra dielsiana, Endiandra discolor,
Endiandra floydii, Endiandra glauca, FEndiandra globosa,
Endiandra grayi, Endiandra hayesii, FEndiandra hypotephra,
Endiandra 1Iimpressicosta, Endiandra 1insignis, Endiandra
introrsa, Endiandra jonesii, Endiandra leptodendron,
Endiandra limnophila, Endiandra longipedicellata, Endiandra
microneura, Endiandra monothyra subsp monothyra, FEndiandra
monothyra subsp trichophylla, Endiandra montana, Endiandra
muelleri, Endiandra palmerstonii, Endiandra phaeocarpa,
Endiandra sankeyana, Endiandra sideroxylon, Endiandra
sieberi, Endiandra virens, Endiandra wolfei, Endiandra
xanthocarpa; em particular Endiandra bessaphila, Endiandra
compressa, Endiandra globosa, Endiandra insignis, Endiandra
jonesii, Endiandra microneura, Endiandra monothyra subsp
monothyra, Endiandra montana, Endiandra palmerstonii,
Endiandra sankeyana; Neolitsea australiensis, Neolitsea
brassii, Neolitsea dealbata; em particular Neolitsea

dealbata; e Lindera queenslandica.

As partes da planta podem incluir fruto, semente,

casca, folha, flor, raizes e madeira.

Preferivelmente obtém-se o extracto a partir da

semente, do epicarpo ou do mesocarpo.

Por exemplo, submete-se inicialmente a biomassa
obtida a partir de sementes, folhas e casca da planta a uma

extraccdo com solvente, por exemplo com um solvente polar
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tal como metanol. concentra-se entdo o extracto inicial e
dilui-se com &gua e submete-se a uma extraccdo com um
segundo solvente, por exemplo acetato de etilo. Misturam-se
as amostras de solvente da segunda extraccdo e submete-se a
uma separac¢do por fraccionamento em HPLC preparativa.
Analisam-se as fraccdes por HPLC analitica e Jjuntam-se as
que apresentam periodos de retencéao semelhantes de
compostos existentes nas amostras. Pesam-se as amostras
misturadas, submetem-se a ensaios bioldégicos e analisam-se
por HPLC analitica. Leva-se a cabo mais fraccionamento
recorrendo a uma ou mais HPLC preparativas para se isolarem
compostos especificos. Todos os compostos sdo submetidos a
ensaios bioldégicos e a sua estrutura ¢ identificada

recorrendo a técnicas de UV, RMN e espectrometria de massa.

Podem obter-se outros compostos da invencédo
derivatizando compostos isolados de plantas ou de partes de
plantas, em particular dos géneros Litsea, Cinnamonium e

Cryptocarya.

Podem obter-se derivados dos compostos naturais
por métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, podem
oxidar-se grupos hidroxilo, a cetonas, aldeidos ou &cidos
carboxilicos, por exposicdo a agentes oxidantes tais como
dcido crdémico, reagente de Jones, KMnO,, perédcidos tais
como mCPBA (A&cido metacloroperbenzdico) ou dioxiranos tais
como dimetildioxirano (DMDO) e
metil (trifluorometil)dioxirano (TFDO). Podem seleccionar-se

agentes oxidantes de tal modo que outros grupos funcionais
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na molécula sejam, ou ndo sejam, também oxidados. Por
exemplo, pode oxidar-se selectivamente um &lcool primario a
um aldeido ou a um &cido carboxilico, na presenca de
adlcoois secundarios, utilizando reagentes tais como
RuCl; (P¢s) s-benzeno. Podem oxidar-se selectivamente 0s
dlcoois secundarios a cetonas na presenca de um é&alcool
primdrio utilizando Cly-piridina ou NaBrOs-nitrato cérico e
de aménio. Podem oxidar-se &lcoois na presenca de ligacdes
duplas ou triplas e sem epimerizacdo em esterocentros
adjacentes utilizando o reagente de Jones. Em alternativa,
podem seleccionar-se reagentes menos selectivos, resultando

na oxidacdo de mais do que um tipo de grupo funcional.

Também se podem derivatizar grupos hidroxilo por
formacdo de éteres ou de ésteres. Por exemplo, podem
preparar-se éteres por formacdo de um ido alcdxido na
presenca de uma base, fazendo reagir o alcdxido com um
halogeneto de algquilo, alcenilo, alcinilo ou arilo que seja
apropriado. Pode de forma semelhante conseguir-se uma
acilacdo através da formacdo de um ido alcdxido e sua
reaccdo ulterior com um acido carboxilico apropriado ou com

um acido carboxilico activado (tal como um anidrido).

Podem hidrolisar-se grupos acilo para se obterem
4dlcools recorrendo a hidrdélise acida ou bésica, tal como se

conhece na técnica.

Podem introduzir-se grupos sililo nos grupos

hidroxilo, para se obterem éteres sililicos, utilizando uma
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base fraca e um reagente cloreto de sililo, por exemplo
MesSiCl and trietilamina em THF, ou agentes tais como

MeSiNFiC0O,5iMes; em THEF.

Podem introduzir-se facilmente sulfonatos em
grupos hidroxilo, por reaccdo com um grupo sulfonato
adequado. Por exemplo, podem introduzir-se
metanossulfonatos por tratamento de um grupo hidroxilo com
MsCl e trietilamina, em diclorometano. Podem introduzir-se
grupos tosilato fazendo reagir um grupo hidroxilo com TsCl
e piridina. Podem introduzir-se grupos alilsulfonato
fazendo reagir um grupo hidroxilo cloreto de alilsulfonilo

e piridina em diclorometano.

Podem reduzir-se cetonas a &lcoois secundérios
com agentes redutores tais como hidreto de aluminio e litio
e outros hidretos metédlicos, sem que reajam as ligacdes

duplas, incluindo as cetonas a-insaturadas.

Podem reduzir-se ligac®es duplas e ligacdes
triplas a ligacdes simples utilizando uma  reducéo
catalitica, por exemplo, H;/Pd. Também se podem oxidar as
ligacdes duplas a epdxidos utilizando agentes oxidantes
tais como perécidos, por exemplo mCPRA, ou dioxiranos, tais
como DMDO e TFDO. Também se podem submeter as ligacdes
duplas a reaccgdes de adicdo para se introduzirem
substituintes tais coo grupos halo, hidroxilo ou alcoxilo,

e aminas.
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Um especialista da técnica serd —capaz de
determinar condic¢cdes adegquadas para se obterem derivados
dos compostos isolados, por exemplo, referindo-se a textos
que dizem respeito a metodologias sintética, exemplos dos
quais s&do Smith M.B. e March J., ‘March's Advanced Organic
Chemistry’, Quinta Edicdo, John Wiley & Sons Inc., 2001, e
Larock R.C., ‘Comprehensive Organic Transformations’, VCH
Publishers Ltd., 1989. Além disto, as manipulacdes
selectivas de grupos funcionais podem obrigar a proteccéo
de outros grupos funcionais. Podem encontrar-se Jgrupos
protectores adequados para evitar reaccgdes laterais
indesejadas em Green e Wuts, ‘Protective Groups in Organic

Synthesis’, John Wiley & Sons Inc., 3% Edicdo, 1999.

Também se podem sintetizar os compostos da
invencéo a partir de matérias-primas comercialmente
disponiveis. Descrevem-se adiante trés vias sintéticas para

se sintetizar o EBI-23:

HO

OH EBI-23(1)

Sintese 1: A primeira estratégia de sintese do
EBI-23 (1) baseava-se numa sintese convergente de duas

‘metades’, a lactona (2) e o triol (3).
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Preparou-se o triol 3 de modo assimétrico em 9
passos, seguindo o protocolo adiante (Esquema 1). Resolveu-
se o epdxido 4 no estereoisdmero R 5 wutilizando o
catalisador de Jacobsen (R,R). Abriu-se o anel do epdxido 5
com brometo de vinilmagnésio na presenca de iodeto de
cobre(I) e protegeu-se o &alcool resultante sob a forma de
um éter com TBS (6). Transformou-se o éter de TBS 6 no
epdéxido 7 utilizando &cido meta-cloroperbenzdico (mCPBRA) e
em seguida uma resolucdo cinética recorrendo ao catalisador
de Jacobsen (S,S). Submeteu-se o epdxido T a mesma
sequéncia, obtendo-se o epdxido 8, que se fez reagir com ©

ditiano 9 para se obter o ditiano 3.
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oTBS OTBS
0 o 1) mCPBA o
/Q Jacobsen /Q 1) VinylMgBr /k/\ ym M
R a RRycat 5R) Cul R 6 o~ 2) Jacobsen 7
T8SCl
R = (CHy)1,CHy 2 (S.S)-cat 1) VinylMgBr/Cut
2) TBSCI
3) Jacobsen
u_ 18S (R,R)-cat
SXS
OTBS QTBS OTBS s’j J OTBS OTBS
R/'\/\)\/‘\s 9 R
3 8

Esquema 1

Em alternativa, pode preparar-se 8 pelo Esquema 1.1, adiante:

OBoc OTBS
Q1) VinylMgBr 1)en 0
R/<] -——>c R/k/\ ——ipe. RM

6 ul 2)—OH
® 2)Boc,0 3) TBSCI 1) VinyMgBr/Cul
2) Boc,©
3BA
4)~OH
oTBS QTBS 1 DROPER,  GTBS OH o
- e ———e—
R ' PRCOH R
8 2) TBSC!

Esquema 1.1

Obtém-se a parte de EBI-23 do lado direito, isto
¢ a lactona 2, a partir da pirona 13, que ¢é construida
consoante a literatura (por exemplo Harris et al.,
Strategies and Tactics in Organic Synthesis, 2004, 5, 221,
e O'Doherty et al., Organic Letters 2000, 2, 2983-298¢,
Tetrahedron Letters 2000, 41, 183-187). Protege-se uma das
fungcdes &lcool do dicl 10 com TBS (levando por exemplo a
11) e depois alarga-se o anel (NBS/H,0) obtendo-se o lactol
12. Por uma oxidacdo de Jones seguida por uma redugdo
estereosselectiva de Luche obtém-se 13, que se pode
transformar no brometo (lactona) 2, seguido um de dois
protocolos diferentes, apds uma proteccdo com TBS e uma
desproteccido selectiva do éter primério de TBS. No primeiro

protocolo transforma-se o &alcool (13) no mesilato 14, dque
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sofre uma reaccdo de Finkelstein com brometo de 1litio
originando 2. No segundo processo transformar-se
directamente o 4lcool 13 em 2 utilizando tetrabromometano e

trifenilfosfina (Esquema 2).

7
1) TBSOW usr

2) HF
3) MsCl MsO . 0TS

i e
o) TBSCI _NBS _ 1)JonesICellte [} 1) TBSOTY ‘ ._J
H Ho 2) 2
\_/ I \ 2 AneEry Naw .
OoTBS
z

10

Esquema 2

Acoplam-se as duas metades, isto é 2 e 3, para se
obter (15), desprotonando o ditiano 3 com butil-litio e
adicionando o anido ao brometo 2. Desprotege-se o ditiano
resultante com sais de mercurio para se obter a cetona 16,
que sofre uma desproteccdo retirando os TBS e em seguida um
fecho de anel catalisado por &cido para se obter EBI-23

(Esquema 3).

0
o oTES OTES OTBS s/j npuy  OTES OTES OTBS s’j
R s
Br oT8sS
2
TBSO TBSQ TBSO m o HoX 7BSQ T8SO TBSO ] v EBi23

-

OTBS or8s

Esquema 3
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Sintese 2: A via 2 (Esquema 4) baseia-se numa
estratégia envolvendo uma metédtese de Grubbs no fecho de
anel (RCM). Por reaccdo do triol 3 com o epdbdxido 17
conhecido, e em seguida uma acilacdo (cloreto de acriloilo)
e RCM proporciona um acesso rapido a lactona 15, que por
tratamento com sais de mercurio e subsequentemente com um

catalisador &cido, proporciona EBI-23.

TBSO TBSO TBSQ m OH
OTBS OTBS OTBS S H
S 0 -/T:] 3Bl H S ]
e ————
R s 2) R N

3 o ores ,ﬁ\/, TBS
1 =
17 ) a

2) RCM (Grubb's cat.)
v

o
TBSQ TBSQ TBSO ﬁ (e}
ma g L1 0)
R

15

O111

élu

Esquema 4

Sintese 3: A via 3 (Esquema 5) recorre a quimica
dos compostos acetilénicos, na medida em que se transforma
o epdxido 8 no acetileno 18, utilizando acetileto de sdédio,
e em seguida se protege com TBS. Por tratamento de 18 com
butil-litio e reaccdo com 2-furfural obtém-se o furano 19.
O furano 19 sofre um aumento de anel, uma oxidacdo de
Jones, uma reducdo de Luche e uma proteccdo com TBS para
proporcionar 20, que em meio &cido revela o EBI-23.
Infelizmente, esta via ndo assegura controlo estereoquimico

numa das posicdes.
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OH

oTes ?TBS O ) NaCCH oT8S ?TBS oTBS P 1) Bul QTS C:)TBS oTes P o
< —— ~ / l /
R 2) TBSCI R 2) -9 R
8 18 U—cno 19
1) NBS
2) Jones/Cellte
3) NaBHy
CeClg ]

4) TBSOT!

EBI .23 H* oTes ?TBS oTBS

R

Esquema 5

Por utilizacdo de matérias-primas com diversas
substituicdes diferentes, podem obter-se produtos

espirocetal substituidos.

Um aspecto adicional da invencdo proporciona uma
composicdo farmacéutica para o tratamento ou a profilaxia
de uma doenca ou de um estado, gque inclui uma quantidade
eficaz de um ou mais compostos com a fédrmula (I) ou com a
férmula (II), ou de um seu sal aceitédvel do ponto de vista
farmacéutico, e de um seu excipiente, diluente e/ou veiculo

aceitdvel do ponto de vista farmacéutico.

As formas de dosagem e as taxas de utilizacédo
farmacéutica bem como as composicdes, sdo facilmente

determinaveis por um especialista da técnica.

Incluem-se nas formas de dosagem, comprimidos,
dispersdes, suspensdes, injeccdes, solucodes, xXaropes,
trociscos, céapsulas, supositédrios, aerossdis, pachos
transdérmicos, e outras semelhantes. Também se podem

incluir nestas formas de dosagemnm, dispositivos para
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injeccdo ou implantacdo concebidas especificamente para, ou
modificadas para, assegurar a libertacdo controlada da
composicdo farmacéutica. Pode conseguir-se a libertacéo
controlada do agente terapéutico revestindo-o, por exemplo,
com polimeros hidrofdébicos tais como resinas acrilicas,
ceras, alcoois alifaticos superiores, é&acidos poliléactico e
poliglicdélico, e determinados derivados de celulose tais
como a  hidroxipropilmetilcelulose. Além disto, pode
afectar-se a libertacdo controlada wutilizando matrizes

poliméricas, lipossomas e/ou microesferas.

Também se podem incorporar nas composicdes desta
invencdo veiculos aceitédveis do ponto de vista farmacéutico

e veiculos aceitédveis para administracdo sistémica.

De uma forma adequada, a composicdo farmacéutica
inclui um veiculo aceitédvel do ponto de vista farmacéutico
ou um veiculo aceitédvel. Um " veiculo aceitével do ponto de
vista farmacéutico” significa uma carga, substancia
diluente ou encapsulante, sdélida ou ligquida, que se possa
utilizar com Sseguranca para administracdo sistémica.
Consoante a via de administracéo egspecifica, podem
utilizar-se diversos veiculos, bem conhecidos na técnica.
Podem seleccionar-se estes veiculos ou excipientes de entre
um conjunto que inclui aclcares, amidos, celulose e o0s seus
derivados, malte, gelatina, talco, sulfato de cédlcio, 6leos
vegetais, b6leos sintéticos, polidis, 4dcido alginico,
solugdes tamponizadas com fosfato, emulsionantes, soro

salino isoténico, e agua isenta de pirogéneos.
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Pode empregar-se qualquer via de administracédo
adequada para proporcionar a um ser humano ou ndo humano a
composicdo farmacéutica da invencdo. Por exemplo, pode
empregar-se uma via oral, rectal, parenteral, sublingual,
bucal, endovenosa, intra-articular, i1ntramuscular, intra-
dérmica, subcuténea, por inalacéo, intra-ocular,
intraperitoneal, intracerebroventricular, transdérmica, e

outras semelhantes.

As composicdes farmacéuticas da invencdo presente
adequadas para administracdo podem ser apresentadas sob a
forma de unidades discretas, tais como frascos, cépsulas,
saquetas ou comprimidos, contendo cada uma destas uma
quantidade previamente determinada de um ou mais compostos
activos do ponto de vista farmacéutico da invencédo, sob a
forma de um pd ou de granulos ou como ao solugdo ou uma
suspensdo num liquido aquoso, num ligquido ndo aquoso, Sob a
forma de uma emulsdo de dleo em agua ou de uma emulsido de
agua em O6leo. Estas composicdes podem ser preparadas por
qualquer um dos métodos conhecidos em farmécia, mas todos
0os métodos incluem o passo de se associarem um ou mais
compostos activos do ponto de vista farmacéutico da
invencdo com o veiculo que constitui um ou mais dos
ingredientes necessarios. Em geral, preparam-se as
composicdes misturando uniforme e intimamente os agentes da
invencdo com veiculos liquidos ou com veiculos sélidos em
particulas muito finas, ou ambos, e depois, quando
necesséario, enformando o produto de modo a que adgquira a

apresentacdo pretendida.
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Nos pdbds, o veiculo é um sdlido em particulas
muito pequenas, gue se mistura com a componente activa

também em particulas muito pequenas.

Nos comprimidos, mistura-se a componente activa
com o veiculo qgue possua a capacidade de aglomeracédo
necesséaria, em proporc¢des adequadas, e compacta-se a forma

e dimensdes pretendidas.

Os pbds e os comprimidos contém preferivelmente
entre cinco ou dez e cerca de setenta por cento, do
composto activo. Os wveiculos adequados s&o carbonato de
magnésio, estearato de magnésio, talco, acucar, lactose,
pectina, dextrina, amido, gelatina, goma de tragacanto,
metilcelulose, carboximetilcelulose sbédica, uma cera com
ponto de fusdo Dbaixo, manteiga de cacau, e outros
semelhantes O termo "preparacdo" pretende incluir a
formulacdo do composto activo com material encapsulante
para proporcionar uma cépsula na qual a componente activa,
com ou sem veiculos, esteja rodeada por um veiculo, o qual
estd portanto intimamente associado a ela. De uma forma
semelhante, as hdéstias e as pastilhas estdo incluidas.
comprimidos, pds, capsulas, pilulas, hdéstias, e pastilhas,
podem ser utilizadas como formas sélidas adequadas para

administracdo por via oral.

Para se prepararem supositdrios, funde-se
primeiro uma cera que funda a uma temperatura baixa, tal

como uma mistura de acilglicerdéis de acidos gordos ou
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manteiga de <cacau, e dispersa-se a componente activa
homogeneamente nela, por exemplo por agitacdo. Verte-se
entdo a mistura homogénea para moldes com dimensdes

convenientes, deixa-se arrefecer, e portanto solidificar.

Podem apresentar-se as formulacdes adequadas para
administracdo vaginal como pessarios, tampdes, cremes,
geles, pastas, espumas ou aspersdes gue contenham, para
além do ingrediente activo, veiculos tais como 0sS que S&o

conhecidos na técnica e considerados apropriados.

Incluem-se nas preparacdes sob a forma liquida as
solucdes, suspensdes, e emulsdes, por exemplo, solucdes em
dgua ou em &gua e propilenoglicol. Por exemplo, as
preparacdes liguidas para injeccdo parenteral podem gser

formuladas como solucdes em polietilenoglicol aquoso.

Podem portanto formular-se os compostos consoante
a 1nvencdo presente para administracdo parenteral (por
exemplo por injecgdo, por exemplo injeccdo de um bolus ou
infusdo continua) e podem apresentar-se como formas de
unidades de dose em ampolas, seringas previamente enchidas,
infusdes com pequenos volumes, ou em contentores com
diversas doses contendo um conservante adicionado. s
composicdes podem assumir formas tais como as de
suspensdes, solucdes, ou emulsdes, em veiculos oleosos ou
aquosos, e elas podem conter agentes de formulacdo tais
como de suspensdo, estabilizantes e/ou dispersantes. Em

alternativa, o ingrediente activo pode assumir a forma de
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um pd, obtido por isolamento asséptico de um sdlido
estéril, ou por liofilizacdo a partir de uma solucdo, para
ser reconstituido com um veiculo adequado, por exemplo Agua

estéril, isenta de pirogéneos, antes da utilizacédo.

Podem preparar-se solucdes aquosas adequadas para
utilizacdo oral dissolvendo a componente activa em &gua e
adicionando, consoante se pretenda, corantes, sabores,

agentes estabilizantes e espessantes adequados.

Podem fabricar-se suspensdes aquosas adequadas
para administracdo oral dispersando a componente activa em
pequenas particulas em &gua com um material wviscoso, tal
como gomas naturais ou sintéticas, resinas, metilcelulose,
carboximetilcelulose sddica, ou outros agentes de suspensao

bem conhecidos.

Também se incluem preparacdes sob a forma de
s6lidos destinadas a ser transformadas, pouco antes da sua
utilizacdo, em preparacdes sob a forma de liquidos, para
administragcdo por via oral. Incluem-se nestas formas
liquidas as solucgdes, as suspensdes, e as emulsdes. Estas
preparacdes podem conter, para além da componente activa,
corantes, sabores, estabilizantes, tampdes, edulcorantes
artificiais e naturais, dispersantes, espessantes, agentes

solubilizantes, e outros semelhantes.

Para aplicacdo toépica sobre a epiderme, podem

formular-se os compostos consoante a invencdo sob a forma
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de unguentos, cremes ou locdes, ou a de pachos
transdérmicos. 0Os unguentos e cremes podem, por exemplo,
ser formulados com uma base aquosa ou oleosa, com adicdo de
agentes espessantes e/ou gelificantes adequados. Podem
formular-se as locdes com uma base aquosa ou oleosa, e elas
também conterdo em geral um ou mais agentes emulsionantes,
agentes estabilizantes, agentes dispersantes, agentes de

suspensdo, agentes espessantes, ou agentes corantes.

Incluem-se nas formulacdes adequadas para
administracdo tépica na boca as pastilhas gque incluam o
agente activo numa base com sabor, em geral sacarose e
goma-arabica ou de tragacanto; as pastilhas incluindo o
ingrediente activo numa base inerte tais como gelatina e
glicerina ou sacarose e goma-ardbica; e lavagens bucais que

incluam o ingrediente activo num veiculo liquido adequado.

Aplicam-se directamente na cavidade nasal
solucdes ou suspensdes, Ppor meios convencionais, por
exemplo com um conta-gotas, uma pipeta ou um aspersor.
Podem proporcionar-se estas formulacdes sob formas de dose
unica ou de diversas doses. Neste Ultimo caso, utilizando
um conta-gotas ou uma pipeta, 1isto pode ser conseguido
quando o paciente se administre um volume previamente
determinado, adequado, da solucdo ou da suspensdo. No caso
de um sistema de aspersdo, 1isto pode conseguir-se por
exemplo utilizando uma bomba atomizadora medindo o volume
da aspersdo. Para melhorar a administracdo nasal e a

retencdo dos compostos consoante a invencdo, eles podem ser
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encapsulados em ciclodextrinas, ou formulados com 08
agentes de que se espera uma melhoria da libertacdo e da

retencdo na mucosa nasal.

Também pode conseguir-se a administracdo pelo
sistema respiratdério através de uma formulacdo em aerossol
na qual o ingrediente activo seja proporcionado numa
embalagem sob pressdo com um fluido de arrastamento
adequado, tal como um clorofluorocarboneto (CFC), por
exemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, ou
diclorotetrafluoroetano, didéxido de carbono, ou outro géas
adequado. 0 aerossol também pode conter de forma
conveniente um tensioactivo tal como a lecitina. Pode
controlar-se a dose do féarmaco proporcionando uma valvula

quantificadora.

Em alternativa podem proporcionar-se 0s
ingredientes activos sob a forma de um pd seco, por exemplo
uma mistura em pd do composto com uma base adequada em pod,
tal como lactose, amido, derivados de amido tais como

hidroxipropilmetilcelulose e polivinilpirrolidona (PVP).

De uma forma conveniente, o veiculo em pd formara
um gel na cavidade nasal. A composicdo em pd pode ser
apresentada sob a forma de uma unidade de dose, por exemplo
em céapsulas ou em cartuchos em, por exemplo, gelatina, ou
em embalagens blister a partir dos quais se pode

administrar o pdé com um inalador.
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Nas formulacdes destinadas a uma administracdo no
aparelho respiratdrio, incluindo formulacgdes intranasais, o
composto apresentara em geral particulas com dimensdes
pequenas, por exemplo da ordem de 1 a 10 micron ou menos.
Podem obter-se dimensdes de particula deste tipo por meios

conhecidos na técnica, por exemplo por micronizacéo.

Os compostos activos da invencdo e da composicédo
desta 1invencdo estdo presente numa quantidade suficiente
para evitar, inibir ou melhorar uma ou mais doencas ou
estados seleccionados de entre o conjunto constituido por:
uma infeccdo bacteriana, uma infeccdo a protozodrios, uma
infestacdo ©parasitica, uma patologia proliferativa de
células, uma patologia inflamatdéria ou uma infestacdo com
uma peste. 0s especialistas da técnica sabem facilmente
determinar dosagens adequadas dos compostos da invencdo e

das composicdes farmacéuticas contendo estes compostos.

Também se descreve um método de evitar uma doenca
ou estado que inclua a administracdo a um sujeito que
necessite de um tal tratamento, de uma dose eficaz de um ou
mais compostos consoante a invencdo, ou de sais aceitéveis

do ponto de vista farmacéutico deles.

Noutro aspecto ainda da invencédo, proporciona-se
um ou mais dos compostos consoante a invencdo, ou um seu
sal aceitdvel do ponto de wvista farmacéutico, ©para
utilizacdo num método de tratar ou de evitar uma doenca ou

um estado.
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Em concretizac¢des ndo limitativas, os compostos
da invencdo tém uma ou mais actividades seleccionadas de
entre actividade antiparasitica (por exemplo contra um
endoparasita e/ou um ectoparasita, tal como, Haemonchus
contortus), actividade antibidética (por exemplo contra
Bacillus subtilis), actividade antiprotozoarios (por
exemplo contra Giardia sp. Portland), actividade citotédxica
(por exemplo contra um carcinoma de células basais e/ou um
carcinoma de células escamosas e/ou um melanoma e/ou um
fibro-sarcoma e/ou um mieloma murino, e/ou actividade
antitumoral (por exemplo contra uma leucemia, um melanoma,
um cancro da prdstata, um cancro da mama, um cancro dos
ovdrios e/ou outros tumores sdbdlidos), actividade anti-

inflamatdéria ou imuno-supressora e/ou actividade pesticida.

Num aspecto da invencéo, proporciona-se  um
composto da invencdo, ou um seu sal aceitédvel do ponto de
vista farmacéutico, para utilizacdo num método de tratar ou
de evitar uma infeccéo bacteriana, 0 qual inclui
administrar-se a um sujeito um composto da invencdo ou um

seu sal aceitavel do ponto de vista farmacéutico.

E concretizacdes preferidas, o composto com a
formula (I) e a fédrmula (II), € um de entre EBI-23, EBI-24

e EBI-25.

A infeccdo Dbacteriana pode ser provocada por
bactérias Gram-positivas ou por bactéria Gram-negativas, em

particular por bactérias Gram-positivas, incluindo
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bactérias dos Géneros Bacillus (por exemplo B. subtilis, B.
anthracis, B. cereus, B. firmis, B. licheniformis, B.
megaterium, B. pumilus, B. coagulans, B. pantothenticus, B.
alvei, B. brevis, B. circulans, B. laterosporus, B.
macerans, B. polymyxa, stearothermophilus, B.
thuringiensis, sphaericus, Staphylococcus (por exemplo S.
aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus),
Streptococcus (por exemplo S. pyogenes, S. pneumoniae, S.
agalactiae, S pyogenes, S. agalactiae, S. dysgalactiae, S.
equisimilis, S. equi, S. zooepidemicus, S. anginosus, S.
salivarius, S. milleri, S. sanguis, S. mitior, S. mutans,
S. faecalis, S. faecium, S. bovis, S. equinus, S. uberus,
S. avium), Acrococcus, Gemella, Corynebacterium, Listeria,
Kurthia, Lactobacillus, Erysipelothrix, Arachnia,
Actinomyces, Propionibacterium, Rothia, Bifidobacterium,

Clostridium, Eubacterium, Nocardia, Mycobacterium.

Noutro aspecto da invencdo proporciona-se um
composto da invencdo, ou um seu sal aceitavel do ponto de
vista farmacéutico, para utilizacdo num método de tratar ou
de evitar uma infeccdo parasitica, que inclua administrar-
se a um sujeito um composto da invencdo ou um seu sal

aceitdvel do ponto de vista farmacéutico.

Em concretizacdes preferidas, o parasita é um
helminte (verme), em particular nematodes, trematodes e
cestodes, em particular Haemonchus contortus, Trichinella
spiralis, H. placei, Bursaphelenchus xylophilus, Ostertagia

circumcincta, 0. ostertagi, Mecistocirrus digitatus,



PE1971608 - 54 -

Trychostrongylus axei, Trichuris trichiura, T. vulpis, T.
campanula, T. suis, T. ovis, Bunostomum trigonocephalum, B.
phleboyomum, Oesophagostomum columbianum, 0. radiatum,
Cooperia curticei, C. punctata, C. oncophora, C. pectinata,
Strongyloides papillosus, Chabertia ovina, Ancylostoma
duodenale, A. braziliense. A. tubaeforme, A. caninum,
Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis, E. gregorii,
Ascaris lumbricoldes, Paragonimus Westermani, Clonorchis
sinensis, Fasciola hepatica, Taenia solium, T. saginata,
Capillaria aerophila, Necator americanus, espécies do
género Trichuris, Baylisascaris, Aphelenchoides,
Meliodogyne, Heterodera, Globodera, Nacobbus, Pratylenchus,
Ditylenchus, Xiphinema, Longidorus, Trichodorus,

Nematodirus.

Nesta concretizacéo, incluem-se nos compostos

preferidos o EBI-23 e o EBI-24.

Noutro aspecto ainda da invencdo, proporciona-se
um composto da invencdo, ou um seu sal aceitédvel do ponto
de vista farmacéutico, para utilizacdo num método de tratar
ou de evitar uma patologia proliferativa de células, gue
inclua administrar-se a um sujeito um composto da invencéo

ou um seu sal aceitédvel do ponto de vista farmacéutico.

Numa concretizacéo preferida, a patologia
proliferativa de células € um cancro, em particular gquando
o cancro for seleccionado de entre leucemia, melanoma,

cancro da proéstata, cancro da mama, cancro dos ovarios,
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cancro de células basais, carcinoma de células escamosas,
fibro-sarcoma, cancro do c¢dbélon, cancro do puldo, um

neoplasma e outros cancros com tumores sdbdélidos.

Nesta concretizacéo, incluem-se nos compostos

preferidos o EBI-23, o ERI-24, o EBRI-25 e o EBI-42.

A invencédo presente também contempla a utilizacédo
de compostos da invencdo, ou de um seu sal aceitavel do
ponto de vista farmacéutico, numa combinacdo de terapias,
tal como a administracdo dos compostos da invencdo ou dos
seus sais aceitédveis do ponto de vista farmacéutico em
conjunto com a submissdo do sujeito a outros agentes ou
procedimentos que sdo Uteis no tratamento de patologias
proliferativas de células tais como tumores. Por exemplo,
podem administrar-se os compostos da invencdo em combinacdo
com outros fArmacos guimioterapéuticos, ou com outros
tratamentos tais <como a radioterapia. Incluem-se nos
agentes quimioterapéuticos adequados, sem que eles se
limitem a estes, ciclofosfamida, doxorrubicina, fosfato de
etoposido, paclitaxel, topotecan, camptotecinas, 5-
fluorouracilo, tamoxifene, estaurosporina, avastina,
erbitux, imatinib e vincristina. Os compostos da invencéo
podem ser administrados em simultdneo, em separado ou

sequencialmente com o fadrmaco guimioterapéutico.

Noutra concretizacdo ainda da invencdo presente,
proporciona-se um composto da invencgdo, ou um seu sal

aceitavel do ponto de vista farmacéutico, para utilizacéo
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num método de tratar ou de evitar uma infeccdo a
protozodrios, que inclua administrar-se a um sujeito um
composto da invencdo ou um seu sal aceitavel do ponto de

vista farmacéutico.

Numa concretizacdo preferida, a infeccéo a
protozodrios é seleccionada de entre Giardia Spp.,
Trichomonas spp., tripanossomiase africana, disenteria
amibiana, babesiose, disenteria balantidica, doenca de
Chagas, coccidiose, maldria e toxoplasmose, em particular

infecc¢des por Giardia spp. e Trichomonas spp..

Nesta concretizacéo, incluem-se nos compostos

preferidos o EBI-23, o EBI-24 e o EBI-25.

Noutro aspecto ainda da invencéao presente,
proporciona-se uma utilizacdo de um composto da invencéo,
ou de um seu sal aceitédvel do ponto de vista farmacéutico,
no fabrico de um medicamento para tratar ou para evitar uma
infeccdo bacteriana, uma infeccdo parasitica, uma infeccéo

a protozodrios ou uma patologia proliferativa de células.

Noutro aspecto ainda da invencdo presente,
proporciona-se um composto da inveng¢do, ou um seu sal
aceitadvel do ponto de vista farmacéutico, para utilizacédo
num método de tratar ou para evitar uma patologia
inflamatéria, gque inclua administrar-se a um sujeito um
composto da invencdo ou um seu sal aceitavel do ponto de

vista farmacéutico.



PE1971608 - 57 -

Numa concretizacéo preferida, a patologia
inflamatéria é uma inflamacdo geral, a artrite reumatdide,
a colite, ou uma patologia associada a um gsistema
imunitdrio em funcionamento deficiente, tal como uma
patologia auto-imune. Numa concretizacdo preferida, o
composto da invencdo é capaz de imunomodular, em particular
de imuno-suprimir. Os compostos da invencdo s&do também
Uteis a titulo de agente imuno-supressores, nos

transplantes de &érgéos.

Se pretender significar qualquer sujeicdo a uma

qualquer teoria, nos compostos talhienona de uma espécie

0%

que €& uma cetona insaturada em alfa-beta, susceptivel
substituicdo nucledéfila com tidis proteicos reactivos, &
paralela a estrutura reactiva e potencialmente as
propriedades farmacoldgicas, do &cido etacrinico. Este
ultimo composto inibe a glutationa transferase e outras
proteinas sensiveis a tidis, potencia agentes contra o
cancro tais como a radiacdo ionizante devido a diminuicédo
do contetido em tidis, e é utilizado clinicamente a titulo
de diurético. O &cido etacrinico também inibe o caminho de
sinalizacédo pré-inflamatdrio NF-kapa B, incluindo a
inibicdo da secrecdo dos mediadores pré-inflamatdrios IL-6,
IL-10, o¢xido nitrico, e HMGB1 dos macrdéfagos (Killeen et

al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 2006, 316:1070-9).

Os compostos da invencéo sdo uma classe
estrutural preferida porgque muitas variacgdes estruturais na

cauda hidrofdébica podem conferir um potencial para uma gama
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de actividades bioldbgicas, na dependéncia do microambiente
do local de 1ligacdo a proteina. Por exemplo, o &cido
etacrinico necessitava de uma concentracdo 10 vezes
superior do gque o EBI-23, para conseguir uma paragem
celular, e nédo demonstrava qualquer selectividade contra

células tumorais.

Noutro aspecto ainda da invencédo, proporciona-se
um composto da invencdo, ou um seu sal aceitavel do ponto
de wvista farmacéutico, para utilizacdo num método de
diurese, que inclua administrar-se a um sujeito um composto
de acordo com a invencdo ou um seu sal aceitdvel do ponto

de vista farmacéutico.

A invencédo também proporciona a utilizacdo de um
composto da invencdo ou de um seu sal aceitéavel do ponto de

vista farmacéutico no fabrico de um medicamento diurético.

O termo "sujeito", tal como se wutiliza neste
documento, inclui seres humanos, primatas, gado (por
exemplo ovinos, suinos, bovinos, equinos, asnos), animais
de testes 1laboratoriais (por exemplo murganhos, coelhos,
ratos, cobaias), animais de companhia (por exemplo cées,
gatos), péssaros (por exemplo galindceos, patos, gansos,
papagaios, cacatuas, pombos, tentilhdes, aves de rapina,
ratites, codornizes, canérios), animais bravios em
captividade (por exemplo raposas, cangurus, veados) e
répteis (por exemplo lagartos e cobras). Preferivelmente, o

sujeito & um ser humano, um animal de companhia, gado ou um
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animal de teste laboratorial. Ainda mais preferivelmente, o

sujeito é um ser humano, um animal de companhia ou gado.

Uma "quantidade eficaz" significa uma quantidade
necessaria pelo menos em parte para sSe conseguir a reaccgio
pretendida, ou para atrasar o inicio de, ou inibir a
progressdo de, ou parar por completo, a manifestacdo ou o
desenvolvimento de um estado especifico que se esteja a
tratar. Esta quantidade varia dependendo do estado de saude
e fisico do individuo que se wvai tratar, do grupo
taxondmico a que o individuo a tratar pertenca, do grau de
proteccdo pretendido, da formulacdo da composicdo, da
avaliacdo do estado de saude, e de outros factores
relevantes. E de esperar que esta quantidade varie adentro
de uma gama relativamente larga gque possa ser determinada
através de ensaios de rotina. Uma gquantidade eficaz em
relacdo a um paciente humano, por exemplo, pode situar-se
na gama de entre cerca de 0,1 ng por kg de massa corporal,
e 1 g por kg de massa corporal, por dosagem. A dosagem é
preferivelmente de entre 1 npng e 1 g por kg de massa
corporal e por dosagem, tal como na gama de entre 1 mg e 1
g por kg de massa corporal por dosagem. Numa concretizacéo,
a dosagem encontra-se na gama de entre 1 mg e 500 mg por kg
de massa corporal por dosagem. Noutra concretizacdo, a
dosagem encontra-se adentro da gama de 1 mg a 250 mg por kg
de massa corporal por dosagem. Noutra concretizacdo ainda,
a dosagem encontra-se na gama de entre 1 mg e 100 mg por kg
de massa corporal por dosagem, tal como até 50 mg por kg de

massa corporal por dosagem. Noutra concretizacdo ainda, a
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dosagem encontra-se adentro da gama de 1 pg e 1 mg por kg
de massa corporal por dosagem. Os regimes de dosagem podem
ser ajustados ©para proporcionar a reacgdo terapéutica
6ptima. Por exemplo, podem administrar-se diversas doses
parciais ao dia, por semana, mensalmente ou a outros
intervalos de tempo adequados, ou pode diminuir-se a dose
proporcionalmente consoante a indicacdo proporcionada pelas

exigéncias da situacéo.

As referéncias feitas neste documento a
"tratamento" e a "profilaxia"™ devem ser consideradas
adentro dos seus contextos mais vastos. 0 termo

"tratamento" ndo implica necessariamente que um sujeito
seja tratado até ter uma recuperacdo total. De forma
semelhante, "profilaxia"™ n&o significa necessariamente que
o sujeito ndo venha a contrair um estado de doenca.
Portanto, o tratamento e a profilaxia incluem melhorar os
sintomas de um determinado estado ou evitar ou de outro
modo diminuir o risco de se desenvolver um estado
especifico. O termo "profilaxia" pode ser considerado como
diminuindo a severidade ou a manifestacdo inicial de um
estado especifico. O "tratamento" também pode diminuir a

severidade de um estado existente.

Noutro aspecto da invencéo, os compostos da
invencdo sdo adequados para utilizacdo a titulo de
pesticidas. A invencdo proporciona também portanto uma
composicdo pesticida que inclui um composto da invencdo ou

um seu sal aceitavel de um ponto de vista farmacéutico,



PE1971608 - 61 -

agricola ou como pesticida, bem como um veiculo aceitével
de um ponto de vista farmacéutico, agricola ou num

pesticida.

A composicédo pesticida pode assumir a forma de um
concentrado emulsionavel, de um produto capaz de fluir, de
um pd molhédvel, de um pd soltvel, de uma solucdo, de um
aerossol, de uma poeira, de grédnulos ou de um isco. Um
especialista na formulacdo de composicdes pesticidas sera

capaz de preparar estas formulacdes.

Incluem-se nos veiculos adequados para
composicdes pesticidas, sem que a estes eles se limitem,
6leos, em particular o&éleos provenientes do petrdleo,
emulsionantes, solventes tais como a adgua ou
hidrocarbonetos, tensiocactivos, componentes de aspersdes de

aerossdis tais como os CFC, talco ou argila.

Noutro aspecto da invenc¢do, proporciona-se um
composto da invencdo, aceitdvel ou um seu sal de um ponto
de vista farmacéutico, para utilizacd&o num método de
controlar as pestes num sujeito humano ou animal infestado

com a peste.

Noutro aspecto ainda da invencédo, proporciona-se
um método de controlar pestes num ambiente agricola,
doméstico ou industrial, infestados com a peste, que inclua

aplicar-se ao ambiente uma quantidade eficaz de um composto
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da invencdo ou de um seu sal aceitdvel para utilizacdo em

agricultura ou como pesticida.

A peste é preferivelmente um insecto, em
particular moscas, escaravelhos, gafanhotos, cigarras,
borboletas e tracas, bem como as suas larvas ou ninfas, em
particular as moscas (Diptera) tais como a mosca doméstica,

pulgas, piolhos, carracas, mosquitos, gnats e midges.

Em algumas concretizacdes, a peste infesta
plantas. Incluem-se nos exemplos dessas pestes, sem que se
limitem a, Acyrthosiphon  kondoi (pulgdo azul-verde),

Acyrthosiphon pisum (pulgdo da ervilha), Agrotis spp.

(cutworm), Agrypnus variabilis (verme da cana de acucar),
Anoplognathus  spp. (escaravelhos do natal), Aphodius
tasmaniae (escaravelho com cabeca negra dos pastos),

Austroasca alfalfae (cigarrinha da luzerna), Bathytricha
truncate (brocas do caule da cana-de-actcar e do milho),
Bemisia tabaci (mosca-branca), Brachycaudus  helichrysi
(pulgdes leaf curl plum aphid), Brevicoryne brassicae
(pulgdes das couves), Bruchophagus roddi (vespa da semente

da luzerna), Bruchus pisorum (brocas das ervilhas), Bryobia

sSpp. (Acaro Dbryobia), Ciampa arletaria (tracas brown
pasture looper), Chortoicetes terminifera (praga de
gafanhotos Australian), Chrysodeitis angentifena (traca do

tabaco), Chrysodeitis eriosoma(traca verde), Contarinia
sorghicola (mosquito do sorgo), Deroceras spp. (lesmas),
Diachrysia oricalcea (traca da soja), Etiella behrii (traca

da semente de luzerna), Frankliniella schultzei (tripes do
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tomate), Graphognathus leucoloma (gorgulho com franja
branca), Halotydeus destructor (traca da terra com pernas
vermelhas), Hednota pedidnoma (verme rede dos pastos),
Helicoverpa armigera (lagarta das espigas), Helicoverpa
punctigera (burgo nativo), Helix Spp . (caracdis),
Heteronychus arator (escaravelho negro Africano), Leucania
convecta (lagarta do milho), Lipaphis erysimi (&caro do
nabo), Listroderes difficilis (gorgulho dos vegetais),
Melanacanthus scutellaris (insecto castanho do feijé&o),
Merophyas divulsana (enrolador de folhas de luzerna), Myzus
persicae (&dcaro verde do péssego), Nala lividipes (bicha-
cadela preta do campo), Mythimna convector (lagarta do
milho), Nezara viridula (percevejo verde), Nysius vinitor
(rutherglen bug), Nysius clevelandensis (grey cluster bug),
Oncopera rufobrunnea (underground grass grub), Orondina
spp. (falso verme-amarelo), Othnonius batesi (escaravelho
negro do solo), Penthaleus major (dcaro azul da aveia),
Persectania ewingii (lagarta do sul), Petrobia lateens
(Acaro castanho do trigo), Pieris rapae (borboleta branca
da couve), Piezodorus hybneri (redbanded shield bug),
Plutella xylostella (cabbage moth/diamondback moth),
Rhopalosiphum maidis (afidio do milho), Sericesthis spp.
(small Dbrownish cockchafers), Sitona discoideus (sitona
weevil), Sminthurus viridis (pulga da luzerna), Spodoptera
exigua (lagarta pequena), Spodoptera letura (lagarta
aglomerada), Spodoptera mauritia (lagarta da relva),
Stomopteryx simplexella (traca da soja), Tetranychus ludeni
(Adcaro do feij&o), Tetranychus urticae (dcaro com dois

pontos), Thericaphis trifolii f. maculata (afidio ponteado
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da luzerna), Thrips tabaci (tripes cebola), Thrips imaginis
(tripes em placa), Zizina labradus (borboleta azul da

relva), Zygrita diva (rosca coroa da luzerna).

Noutras concretizacdes, as pestes infestam
sujeitos e/ou ambientes que ndo sejam as plantes. Incluem-
se nos exemplos destas pestes, sem que se limitem a estes,
piolhos, formigas incluindo Camponotus SppP ., Lasius
alienus, Acanthomyops interjectus, Monomorium pharaonis,
Solenopsis molesta, Tetramorium caepitum, Monomorium
minimum, Prenolepts impairs, Formica exsectoides,
Iridomyrmex pruinosus, Cremastogaster lineolata, Tapinoma
sessile, Paratrechina longicornis, baratas, mosquitos,
percevejos incluindo Leptoglassus occidentalis, Acrosternum
hiare, Chlorochroa sayi, Podius maculiventris, Murgantia
histrionica, Oncopeltus fasciatus, Nabis alternatus,
Leptopterna dolabrata, Lygus lineolaris, Adelpocoris
rapidus, Poecilocapsus lineatus, Orius insidiosus,
Corythucha ciliata, abelhas, vespas, aranha wviuva negra,
piolho de livro, insectos boxelder, aranha castanha
reclusa, tracas de roupas incluindo Tineola spp., Tinea
spp., Trichophaga spp., escaravelhos dos tapetes,
centopeias, é&caros dos trevos, moscas agregadas e da cara
‘cluster and face flies’, escaravelhos dos cigarros e das
drogarias, grilos incluindo Acheta spp., Gryllus spp.,
Gryllus spp., Nemobius spp., Oecanthus spp., Ceuthophilus
spp., Neocurtilla spp., pernilongos, moscas domésticas,
moscas dos esgotos, earwigs, moscardo Europeu, pulgas

incluindo Ctenocephalides felis, Ctenocephalides canis,
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Ctenocephalides spp., Nosopsyllus fasciatus, Nosopsyllus
spp., Xenopsylla cheopis, Xenopsylla spp., Cediopsylla
simplex, Cediopsylla spp., fungus gnats, escaravelhos do
chédo, escaravelhos de peles e de despensas, moscas de
cavalo/bovino/veado/suino, dcaros da poeira caseilra
incluindo Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides sSpp., dcaros incluindo
Ornithonyssus sylviarum, Dermanyssus gallinae,
Ornithonyssus bacoti, Liponyssoides sanuineus, Demodex
folliculorum, Sarcoptes scabiei hominis, Pyemotes tritici,
Acarus siro, Tyrophagus putrescentiae, Dermatophagoides
sp., piolhos de humanos, moscas humpbacked, traca de
farinhas indiana, centopeias, vespas mud daubers,
multicolored asian lady beetle, broca caseira, mosquitos e
moscas de corvos, cigarras periddicas e de "dia de cé&o",
carunchos, Dbrocas de cabeca redonda e de cabeca chata,
pseudoescorpides, psilideos ou piolhos de plantas,
escaravelhos ‘spider beetles’, aranhas de saco, sap
beetles, térmitas, tisanuros e firebrats, porcas saras e
bichos-de-conta, colémbolos, lagartas stinging hair,
tardntulas, moscas do vinagre, vespas e moscardos, broca do
cals, baratas da mata, vespas de manto amarelo,
escaravelhos fungos, gorgulhos de sementes, escaravelhos
com dentes de serra e de grédos, escaravelhos confundidos e
de vermelhos da farinha, gorgulhos do celeiro e do arroz,
traca indiana, lagartas da farinha, moscas de esgoto,
carracas incluindo Dermacentar spp., Ixodes spp.,
Rhipicenphalus spp., abelhas carpinteiras, pulgas,

percevejos predadores, piolhos humanos, bichos de pé,
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percevejos mistério, moscardo europeu, lagartas cabelo
urticantes, carraca de pernas pretas, moscas de maio,
moscas negras, lagartas pelo de cavalo, grilos, lagarta do
sobreiro, gafanhotos, mosgquitos, mosquitos, gafanhotos,
mosquitos incluindo Aedes albopictus, Aedes Canadensis
Aedes triseriatus, Aedes tivittatus, Aedes vexans, Aedes
sSppP.., Anopheles quadrimaculatus, Anopheles spp.,
Coquillettidia perturbans, Cogquillettidia spp., Culex

pipiens, Culex spp.

Os especialistas da técnica podem determinar uma
quantidade eficaz em agricultura utilizando métodos
conhecidos, que tipicamente serdo de entre 5 g e 500 g por

hectare.

O ambiente que se encontra infestado por uma
peste pode ser um ambiente agricola, um ambiente doméstico

ou um ambiente industrial.

Tal como se utiliza neste documento, o termo
"ambiente agricola" refere-se a um ambiente no qual se leva
a cabo agricultura, por exemplo aonde se cultivem culturas,
adrvores, e outras plantas com importdncia comercial. O
ambiente de agricultura inclui ndo sbé a planta ela prdpria,
mas também o solo e a &area em torno das plantas enquanto
crescem, bem como as Areas nas quals se possam armazenar
partes de plantas, por exemplo, sementes, grdos, folhas ou

frutos.
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Um "ambiente doméstico"™ inclui ambientes que
sejam habitados por seres humanos ou animais, e que podem
incluir ambientes interiores, tais como tapetes, cortinas,
armadrios, camas e o ar dentro de uma casa. Um "ambiente
industrial" inclui ambientes que sdo utilizados com
objectivos industriais tais como fabrico, armazenagem ou
comercializacdo de produtos. Incluem-se nos ambientes
industriais os armazéns, instalacdes de fabrico, 1lojas,

instalacdes de armazenagem e outros semelhantes.

Neste aspecto, incluem-se nos compostos

preferidos da invencdo o EBI-24 e o ERI-25.

A invencédo proporciona também a utilizacdo de um

composto da invencdo a titulo de agro-quimico.

Portanto, o composto da invencdo pode ser
formulado de um modo adequado para ser aliciado sobre
culturas, pastos, florestas e outros ambientes de
agricultura, preferivelmente para aliviar e/ou acabar com

uma ou mais pestes de insectos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

FIG. 1: Diagrama de fluxos para a extraccdo com
solventes inicial de compostos com a férmula (I);

FIG. 2A: Diagrama de fluxos mostrando as extraccgdes
entre solventes para o concentrado agquoso obtido da

Fig, 1;
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FIG. 2B: Diagrama de fluxos mostrando as extraccdes
entre solventes para o residuo em acetato de etilo
obtido da Fig. 1;

FIG. 3: Diagrama de fluxos ilustrando o0s passos na
cromatografia HPLC preparativa;

FIG. 5: Representa graficamente o tratamento de
células de melanoma Bl16 com EBI-23 em murganhos
C57BL/6;

FIG. 6: Representa graficamente o tratamento de
tumores da prdstata DUL145 em murganhos nus tal como a
partir do instante do inicio do tratamento; e

FIG. 7: Representa graficamente o tratamento de
tumores da prdéstata DU1l45 em murganhos nus, tal como
se ilustra a partir do instante da injeccgdo de células

de tumor.

DESCRICAO PORMENORIZADA

DESPISTE DE ACTIVIDADES

Testaram-se amostras obtidas por extracgdo com
solventes de Litsea leefeana (epicarpo e mesocarpo),
Cinnamonium laubatii (semente) Cryptocarya lividula
(epicarpo e mesocarpo), contendo compostos com a férmula
(I) e com a férmula (II), para se determinar a sua
actividade terapéutica por despiste recorrendo a uma série
de ensaios bioldbgicos de Tecnologias de Despiste
Microbiano, nomeadamente os NemaTOX, ProTOX, MycoTOX,

CyTOX, DipteraTOX e TriTOX. Para facilitar a compreenséo
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descrevem-se resumidamente estes ensaios bioldgicos antes
de se descreverem as metodologias de extraccdo e de

elucidacdo da estrutura quimica.

NemaTOX (referido em alternativa, neste
documento, como Ne) é um ensaio bioldgico anti-helmintico,
aplicédvel a quaisquer nemdtodos parasitas com estidgios do
ciclo wvital envolvendo vida livre, e pode ser utilizado
como metodologia de despiste para detectar actividade e
definir o espectro de espécies dos compostos contra
nemadtodos  parasitas e para examinar © impacto de
resisténcia previamente existente contra outras classes de
anti-helminticos, quanto a sua poténcia. Utilizou-se para

este ensaio Haemonchus contortus.

Neste ensaio determina-se o efeito sobre o
desenvolvimento das larvas pelo método descrito por Gill et
al. (1995) Int. J. Parasitol. 25: 463-470. Em suma, neste
ensaio aplicaram-se ovos de nematode sobre a superficie de
uma matriz em agar contendo a amostra em teste, e deixaram-
se desenvolver até ao estéddio L3, infectivo (6 dias). Nesta
altura anotava-se o estadio de desenvolvimento larvar que
se havia atingido e quaisquer caracteristicas fora do
habitual (deformidade, paralisia, toxicidade), através de

um exame ao microscédpio.

ProTOX, (referido alternativamente neste
documento como Bs) é um ensaio bioldgico antibacteriano,

largamente aplicavel a maior parte das bactérias aerdbicas
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e anaerdbicas. O ensaio bioldgico apresenta uma base de
agar em fase sé6lida na gqual se incorporou o composto em
teste em conjunto com um cromogénico. A medida que as
bactérias se multiplicam no pocgo, o cromogénico &
metabolizado a partir da forma azul, num processo em dois
passos, a um composto incolor. Os compostos que apresentem
uma actividade antibacteriana potente inibem o metabolismo
bacteriano do cromogénico, enquanto 0s compostos

bacteriostdticos induzem um metabolismo limitado, tal como

[ON

indicado pela coloracdo intermédia, cor-de-rosa. O ProTOX
¢ largamente aplicédvel a uma gama de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, tanto em condicdes aerdbicas
como microaerofilicas. Levaram-se a cabo os ensaios do

ProTOX recorrendo a Bacillus subtilis.

Em suma, no ProTOX, aplicaram-se as bactérias
(caldo com 24 horas) sobre a superficie de uma matriz de
agar contendo a amostra em teste, e deixaram-se crescer
durante 48 h. Monitorizou-se o ensaio as 24 e as 48 horas e
anotaram-se o8 pocg¢os activos. O0s antibidéticos conhecidos
proporcionaram transicdes coradas consistentes, que eram
dependentes da sua concentracdo e do tempo. Estes perfis
proporcionaram um guia importante para a primeira fase da
constatacdo da existéncia de caracteristicas interessantes.
Em geral, os compostos activos como bactericidas né&o
provocam alteracdes de cor nem as 24 nem as 48 horas,
enquanto os compostos activos como bacteriostdticos denotam
actividade as 24 horas mas menor potencia ou inactividade

as 48 horas.
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MycoTOX (referido alternativamente neste
documento como Tr) €& um ensaio bioldgico ndo cromogénico
utilizado para se detectar actividade contra fungos
filamentosos patogénicos de plantas e de animais. O ensaio
biolbégico recorre a uma base sdbdélida em agar, na gqual se
incorporou um composto em teste. Uma vez que os perfis de
crescimento dos fungos filamentosos sdo féceis de ver sobre
a superficie do agar, determinam-se por exame visual com
facilidade, quantificando-se, a extensdo do crescimento do
micélio, a esporulacdo (caso seja relevante para a espécie
que se 1investiga) e as alteracgdes de cor a maturacdo. Os
compostos com uma actividade antifiingica potente inibem a
germinacdo dos esporos de fungos e proporcionam um forte
contraste face aos pocos que contenham compostos inactivos
com O crescimento excessivo dos fungos. Concentracdes
menores de tais compostos, ou compostos que exibam um modo
de actuacdo mais fungistatico, sdo revelados por menores
crescimentos do micélio, da extincdo da esporulacdo, ou
diminuicdes de outros aspectos caracteristicos da maturacédo

de coldnias.

O MycoTOX envolve um fungo (suspensdo de esporos
ou fragmentos de micélio) aplicado sobre a superficie de
uma matriz em agar contendo o produto quimico em teste,
deixando-se crescer durante um periodo de até uma semana
(consoante a espécie). Monitorizou-se o ensaio em duas
alturas diferentes para se identificarem as fases chave do
seu desenvolvimento ao longo do ciclo vital (por exemplo

crescimento do micélio e extincéado da esporulacéo),
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anotando-se 0s pogos activos. As alturas em que se levaram
a cabo os exames das culturas dependiam da espécie de fungo

em investigacéo.

Levaram-se a cabo o0s ensaios MycoTOX utilizando

Trichophyton rubrum.

CyTOX (referido alternativamente neste documento
como Cy) é um ensaio bioldédgico envolvendo uma placa de
microtitulacéo, utilizado para identificar ©potenciais
activos antitumorais. CyTOX é um ensaio bioldbégico
cromogénico com uma larga aplicacdo a uma larga gama de
linhas celulares, tumorais e ndo tumorais. As transicdes
coradas no CyTOX sdo proporcionais ao metabolismo celular e
a produtividade, e portanto apresentam perfis Uteis para se
reconhecer e para suportar a classificacdo diagndstica dos
activos, enquadrada adentro dos conhecimentos classificados

para os activos citotdxicos e antitumorais.

O CyTOX recorre a um meio liquido no qual se
incorporou o composto em teste em conjunto com um nNovo
cromogénico. A medida que as células crescem e se dividem,
o0 cromogénico é metabolizado virando de roxo, num processo
em um Unico passo, a um metabolito incolor. O CyTOX &
levado a cabo em rotina recorrendo a linha de células de
mieloma murino NS1 como guia para a toxicidade em relacédo a

células de mamiferos.
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Em resumo, no CyTOX aplicaram-se as células nos
meios contendo o composto quimico em teste e deixou-se
crescer durante 72 horas. Monitorizou-se os ensaios as 24,

48 e 72 horas, identificando-se o0s pocos activos.

DipteraTOX

O DipteraTOX ¢ também referido neste documento
como DipG, DipP e DipH. O DipG representa auséncia de
alimentacdo da larva. O DipP representa auséncia de
formacdo das pupas e o Dip H representa auséncia de ecloséo
das moscas. Um valor de A no DipG, no Dip P ou no Dip H
representa um composto muito activo, e um valor de P
representa um activo. No DipteraTox aplicam-se os ovos das
moscas sobre a superficie de uma matriz em agar contendo
250 pg por mL do gquimico em teste, e deixam-se eclodir os
ovos, desenvolver-se e atingir o estado de pupa, durante um
periodo de duas semanas. Monitoriza-se o ensaio em duas
alturas diferentes para se determinar a extensdo da
actividade de pastagem da matriz em agar na Semana 1 bem
como a presenca de moscas adultas na Semana 2. Classifica-
se a actividade qualitativamente, atribuindo-se as
classificacdes de activo ou inactivo nos Dias 7 e 14,
respectivamente para se denotar um falhanco da alimentacéo
e um falhanco do desenvolvimento até ao estddio de adultos.

Utilizou-se a Drosophila melanogaster para este ensaio.
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TriTOX

0 TriTOX, (referido em alternativa, neste
documento, como Gi) é um ensaio bioldgico cromogénico com
base numa placa de microtitulacdo, para o despiste da
actividade contra protozoarios patogénicos,
anaerdbicos/microaerofilicos, por exemplo Giardia spp. €
Trichomonas spp. 0s ensaios bioldgicos sdo levados a cabo
em condic¢des anaerdbicas e recorrem a Ccromogénicos que séo
especificos para as espécies. Determinam-se as
concentracdes inibidoras minimas (valores aproximados de
LDgo) recorrendo ao método seguinte: diluem-se em série a %
as solucbes de partida dos compostos desconhecidos, para se
obterem 12 concentrac¢cdes numa gama de 1 para 2.048.
Aplicam-se aliquotas de cada uma destas concentracdes nos
pocos de placas de microtitulacdo com 96 pocgos, e dilui com
0os meios de cultura. Classificam-se as substéncias em teste
como activas ou inactivas com base na alteracdo de cor do
cromogénico. Anota-se a menor concentragcdo a qual o
composto é activo como sendo a menor concentracdo inibidora
(MIC). Além disto, leva-se a cabo uma inspeccdo ao
microscépio para se identificarem quaisquer caracteristicas
de alteracdo morfoldgicas que possam ser consistentes com
um tipo de toxicidade, e portanto com um modo de actuacéo.

Utilizaram-se para este ensaio Giardia spp..

Para que se compreenda facilmente esta invencédo e

se possa conduzir a efeitos préaticos, serdo ora descritas
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concretizacdes especificas preferidas, recorrendo  aos

exemplos ndo limitativos que se seguem.

EXEMPLO 1

METODOS

Extraccéo

Recolheram-se e submeteram-se ao processo de
extracgcdo que adiante se descreve, amostras de biomassa,
incluindo sementes, folhas e <casa, de Litsea leefeana
(epicarpo e mesocarpo), Cinnamonium laubatii (semente) e
Cryptocarya lividula (epicarpo e mesocarpo). Estas amostras
e as fracgdes delas obtidas sdo referidas nos exemplos
adiante como EB 116, EB 115 e EB 77 para as amostras e
subsequentes fraccdes, respectivamente da Litsea leefeana,

da Cinnamonium laubatii e da Cryptocarya lividula.

Fase 1- Extraccgéo

Cobriu-se bem a biomassa com metanol e agitou-se (~2 L, de

um dia para o outro) seguindo-se uma filtracdo para se

obter o primeiro extracto. Repetiu-se mais uma vez este

processo (~2 L, ~5 horas) para se obter o segundo
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extracto. Examinou-se cada um dos extractos por HPLC
analitico e ensaiou-se biologicamente (FIG. 1). Misturaram-
se o0s extractos sequenciais em metanol e removeu-se O
solvente num evaporador rotativo para @ se obter um

concentrado aquoso.

Fase 2 - Extracc¢ido com Solvente

Diluiu-se o concentrado aquoso proveniente da
extracgcdo com &agua, a 400 mL. Obtiveram-se amostras deste
produto (cbédigo 'Cr') para HPLC e ensaio bioldgico, depois
agitou-se com igual volume de acetato de etilo (EtOAc) numa
ampola de decantacdo e separaram-se as fases individuais,
EtOAc; e Hy0.. Note-se que por vezes se formava um
precipitado que era insoltvel em qualgquer uma das fases.
Separou-se este precipitado por filtracdo e dissolveu-se em
metanol (cbébdigo 'Me'). Extraiu-se a fase inferior aquosa
(H,01) mais duas vezes com acetato de etilo para se obterem
EtOAc, e EtOAc; em conjunto com a fase remanescente H;0s3.
Examinaram-se as sub-amostras de todas as fases por HPLC

analitica e por ensaio bioldgico (FIG. 2A).

Misturaram-se os extractos sequenciais em acetato
de etilo e removeu-se o0 solvente num evaporador rotativo,
para se obter um residuo que se pesou. Por vezes, uma HPLC
analitica indicava que o extracto em EtOAc continha
quantidades considerédveis de materiais extremamente

lipofilicos (Tg > 9 minutos). Para se remover este material
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levou-se a cabo uma particdo entre hexano:metanol:agua a

10:9:1 (FIG. 2B).

Fase 3 - Fraccionamento por HPLC Preparativa

Investigou-se o residuo da particéo entre
solventes por HPLC analitica para se encontrarem as
condicdes Optimas de cromatografia para a separacdo dos

metabolitos presentes. Utilizando estas condicdes Optimas,

fraccionou-se o residuo (~2 g) por HPLC preparativa em

fase reversa (Cl1l8, injeccdo Unica), em 100 fraccdes (FIG.
3) . Examinaram-se sub-amostras de todas as 100 fraccdes por
HPLC analitica. Depois de se analisarem os vestigios por
HPLC, consolidaram-se as 100 fraccgdes em 20 a 30 conjuntos
de fracgdes (conjuntos), algumas das quais podem ser puras
a + do que 80 %. Pesaram-se estas fraccdes de conjuntos,

submeteram-se a ensaios bioldgicos e examinaram-se por HPLC

analitica.

Resumo da Partigdo com Solventes para EB116,

EB115 e EB 77

As amostras de Dbiomassa de Litsea leefeana
(EB116), Cinnamonium laubatii (EB115), e Cryptocarya
lividula (EB77) sofreram extraccao e particéo com
solventes, utilizando as fases 1 e 2 descritas acima. A

Tabela 1 resume as quantidades de material extractavel
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obtido depois da particdo com solventes recorrendo a

acetato de etilo.

Tabela 1l: Massas apds Particdo dos Extractos com Acetato de

Etilo
Amostra Massal EtOAc? $ Ext.? iComent. HPLC
EB116 780 32,8 4,2 Muito complexo®
ER115 902 39,6 4,4 Bom®
§EB77 416 11,4 2,7 Excelente

&Massa: Massa total da amostra em gramas de material
Ede planta fornecido e utilizado para o estudo.

{ ’EtOAc: Extractdveis em acetato de etilo.

%3%Ext.: Extractaveis em acetato de etilo expressos em
gpercentagem da massa total da amostra.

§#O,6 g de ©precipitacdo de material durante a
%extracgéo com acetato de etilo.

%31,6 g de material precipitado durante a extraccéo

Ecom acetato de etilo.

HPLC Preparativa

Levou-se a cabo HPLC preparativa num sistema
constituido por dois Cromatdédgrafos Preparativos em Fase
Ligquida Shimadzu LC-8A com um misturador estético, um
Detector de Conjunto de Diodos Shimadzu SPD-M1 OAVP e um

Controlador do Sistema Shimadzu SCL-10AVP. A coluna
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utilizada tinha 50 x 100 mm (didmetro x comprimento) e

estava empacotada com C18 Platinum EPS (Alltech).

Dissolveram-se cerca de 2 gramas de material
extraido com acetato de etilo em sulfdxido de dimetilo (4
mL) e submeteram-se a uma HPLC preparativa em condicdes que
tipicamente eram de 60 mL/minuto com um gradiente de
eluicdo de 30 % a 100 % de acetonitrilo/&gua ao longo de 20
minutos, e em seguida acetonitrilo durante 10 minutos.
Recolheram-se cem fraccgdes (20 mL), evaporaram-se Sob

azoto, e depois misturaram-se consocante o0s resultados da

andlise por HPLC.

Andlise por UV

Os esgpectros de UV foram adgquiridos durante a
HPLC recorrendo ao Detector de Conjunto de Diodos Shimadzu

SPD-M10AVP, tal como se mencionou acima.

Andlise por RMN

Todos os espectros de RMN foram adquiridos em
sulféxido de dimetilo-ds e estdo apresentados relativamente
aos sinais residuais de sulfdéxido de dimetilo, ou em
clorofdérmio deuterado (CDC13) e estdo apresentados
relativamente aos sinais residuais de cloroférmio.
Adquiriram-se espectros de RMN de 'D, de 'H e de *°c [APT],
respectivamente a 300 e a 75 MHz, num espectrbdmetro Varian

Gemini 300BB (Palo Alto, CA, EUA). Os espectros 2D de RMN,
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HSQC, HMBC, COSY e TOCSY, bem como um espectro de RMN de D
e de 'H foram adquiridos num espectrémetro de RMN Bruker

DRX600 (de 600 MHz).

Levou-se a cabo a anéalise dos dados de RMN
utilizando os programas ACD/SpecManager e ACD/Structure
Elucidator, ambos nas suas versdes 6.0, da Advanced

Chemistry Development, Inc. (Toronto, ON, Canada).

Andlise por Espectrometria de Massa por

Electroaspersdao (ES-MS)

Todos 0s espectros de massa de ides positivos por
electroaspersdo foram obtidos num equipamento Finnigan/Mat

TSQ7000 LCMS/MS (San Jose, CA, EUA).

EXEMPLO 2

EBl116: Extracgdo e Partigdo com Solventes

A extraccdo e a particdo entre solventes de EB
116 proporcionou 780 g de material. Cada uma das fases da
extracgcdo e da particdo com solvente foi testada quanto a
sua actividade bioldégica recorrendo aos ensaios bioldgicos
acima. Pode verificar-se na Tabela 2 gue o0s extractos e as
fases de acetato de etilo da particdo com solvente

apresentam, todas elas, elevada actividade Ne, Bs, Tr e Cy.
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TABELA 2: Actividade dos Extractos e das Fraccgdes de

Particdo com Solvente.

EAmostra Ne! iBs® Tr? cy?
§E3116.PY1.7—Ext1 4 64 2 1256
%EB116.PY1.7—Ext2 §16 128 8 :1024
%EB116.PY1.19—CI 0 0 0o 8
%EB116.PY1.19—EtOAc1 64 2048 16 2048
museriismor | 2 28 e ja0ss
BBIl6.PYI.lomrone; N I
ER116.PY1.19-H,0; 1 0 2 16
EBIIG.PYL19M0, | N LI RN L
ER116.PY1.19-H,03 0 1 0 8
Eeuepviiome o o o Qo
“LDys em pg/mL, calculado como massa do
%produto quimico no ultimo pog¢o com actividade, no
%entanto o valor real pode ser menor, uma vez Jgue nao
S ANgIU O DOl O il . ——

Submeteram-se os extractos aquosos concentrados
sucessivos a HPLC. A coluna utilizada foi uma coluna com 50
x 100 mm (didmetro x comprimento) empacotada com C18
Platinum EPS (Alltech). Dissolveram-se cerca de 2 gramas de
material extraido em sulféxido de dimetilo (4 mL) e
submeteram-se a uma HPLC preparativa cujas condicdes eram

tipicamente de 60 mL/minuto com um gradiente de eluicdo de
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30 % a 100 % de acetonitrilo/&gua ao longo de 20 minutos, e

em seguida acetonitrilo durante 10 minutos.

Para os objectivos de comparacdo, a primeira
fraccdo de acetato de etilo e a terceira fase aquosa foram
analisadas por HPLC. Na terceira fase aquosa da terceira
particdo de solventes adgua/acetato de etilo havia poucos ou

nenhuns compostos remanescentes com interesse.

EB116: Fraccionamento Preparativo por HPLC

De um modo semelhante ao descrito para a Fase 3
acima, misturaram-se as amostras da particdo de EBl116 com
acetato de etilo como solvente, e em seguida isolaram-se
compostos recorrendo a um aparelho de cromatografia HPLC

preparativa.

Utilizou-se a HPLC preparativa para se produzirem
100 fraccdes. Misturaram-se fraccdes dependendo da
concentracdo relativa de compostos, consoante indicado pelo

cromatégrafo de HPLC preparativa.

Determinou-se a actividade Dbioldégica de cada
amostra ou conjunto de facgdes provenientes da HPLC
preparativa utilizando o método de ensaios bioldgicos

acima. Resumem-se o0s resultados adiante na Tabela 3.
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TABLE 3: Actividade das Misturas de HPLC Preparativa.

mostza  Messa’ we' s m oy
EBL16.LA2.13971/12 8% S L S
EB116.1A2.139-13/14 |15 0 0 0
§E3116.LA2.139—15/16 2 0 0 2 g
éEBlm'LM A3 R - O \\\\\\\\\\\\\\\\\\\ O \\\\\\\\\\\\\ A
§E3116.LA2.139—22/26 21 00 0 16
;iEB116.LA2.139—27/31 37 1 0 0 32
%EB116.LA2.139—32/33 29 4 2 0 256
%EB116.LA2.139—34/35 29 1 1 0 32
EBll6 \\\\\ PAZ LT | s R SN SN e
A s s e s
EB116.1A2.139738/40 70 SOUI ST S S
EB116.1A2.139-41/45 1205 32 1024 32 1024
g\EE}iE\;\Eé%\;&i%:iéii? \\\\\\\\\\\\ 74 16 256 3 G
EBLL6.LAZ.139°48/50 A6 1612884 02
EBI16.1A2.139-51/56 287 64 2048 32 12048
BB116.1A2.139-57/58 120 16 512 16 12048
§E3116.LA2.139—59/63 1370 16 12048 4 2048
§E3116.LA2.139—64/70 102 B 128 0 2048
§EB116.LA2.139—71/8O 53 0 2 0 2048
§E3116.LA2.139—81/90 17 o o 0 132
%E.B.11.6.°.LA2°139'91/100 55 Lo O ....... 018
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‘%Tr4 §Cy4

* LDgs em nug/mL, calculado como massa do produto
§quimico no ultimo poco com actividade, no entanto o
§valor real pode ser menor uma vez que ndo se atingiu
0 ponto final.

“Massa em mg.

EB115: Extracgdo e Partigdo Entre Solventes

A extraccdo particdo entre solventes do EB115
proporcionou 902 g de material. Cada uma das fases de
extracgcdo e de particdo entre solventes foi testada em
termos da sua actividade bioldgica, recorrendo aos ensaios
biolbgicos acima. Pode ver-se na Tabela 4 gque os extractos
e as fases em acetato de etilo na particdo com solvente

manifestavam todos uma elevada actividade Ne, Bs, Tr e Cy.

TABELA 4: Actividade dos Extractos e Particdes por Solventes.

mmostra Nel BT
?EBllS.PY1.6—Ext1 8 16 128 256
?EBllS.PY1.6—Ext2 8 16 128 256
mRLLSPYIAGCr 0 48
EBLLS.PYL.I8-EtORe, 16 128 (256 1024
EBI1S.PYL.18-EtOAC; | 6 .18 64 128
%EBllS.PYl.l8—EtOAC3 0 0 8 8
%EBllS.PYl.l8—Hﬂb 1 0 4 8

.EB115 PY1.18-Me 0 0 1 8

P e e
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by

fAmostra

‘quimico no tltimo poco com actividade, no entanto o
valor real pode ser menor uma vez que ndo se atingiu
o ponto final.

Submeteram-se a HPLC 0s extractos aquosos
concentrados sucessivos. Acoluna utilizada foi uma coluna
com 50 x 100 mm (didmetro x comprimento) empacotada com C18
Platinum EPS (Alltech). Dissolveram-se cerca de 2 gramas de
material extraido em sulféxido de dimetilo (4 mL) e
submeteram-se a uma HPLC preparativa sendo as condic¢des
tipicas de 60 mL/minuto com um gradiente de eluigdo de 30 %
a 100 % acetonitrilo/4dgua ao longo de 20 minutos, seguindo-

se acetonitrilo durante 10 minutos.

Para os objectivos de comparacdo, a primeira
fraccdo de acetato de etilo e a terceira fase aquosa foram
analisadas por HPLC. Na terceira fase aquosa da terceira
particdo de solventes Adgua/acetato de etilo havia poucos ou

nenhuns compostos remanescentes com interesse.

EB115: Fraccionamento Preparativo por HPLC

De um modo semelhante ao descrito para a Fase 3
acima, misturaram-se as amostras da particdo de EB115 com
acetato de etilo como solvente, e em seguida isolaram-se
compostos recorrendo a um aparelho de cromatografia HPLC

preparativa.
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Utilizou-se a HPLC preparativa para se produzirem
100 fraccdes. Misturaram-se fraccdes dependendo da
concentracédo relativa de compostos, consoante indicado pelo

cromatbédgrafo de HPLC preparativa.

Determinou-se a actividade Dbioldégica de cada
amostra ou conjunto de facgdes provenientes da HPLC
preparativa utilizando o método de ensaios bioldgicos

acima. Resumem-se o0s resultados adiante na Tabela 5.

TABELA 5: Actividade das Misturas de HPLC Preparativa.

Amostra Massa® Ne? Bs® Tr? cy*
EBLS.IA2A3-1/A3 4r 1 0 8 4
BRLSIA2I3-l4/21 9 0 0 o o
\EB115.LA2.138-22 & 2 0 ¢ 50 4 O
iEB115.LA2.138-23/28 1z 0.0 O iz .
§E3115.1A2.138—29/33 29 0 0 4 16
§EB115.1A2.138—34/36 22 0 i0 4 16
§EB115.LA2.138—37 45 1 0 16 32
§E3115.LA2.138—38 151 4 i8 32 512
%EBIlS.LA2f138—39“ 88 0o 2 32 512
%EBllS.LA2.l38—4O 70 4 4 32 256
%EBllS.LA2.138—41 64 0 16 64 512
mnsamavez s o o 2 2w
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Amostra Massa® Ne?! Bs® Tr? Cy4
EB115.LA2.138-43 10 0 8 0 64
EEBllS.LA2.138—44/47 137 4 16 i128 128
§E8115.LA2.138—48/49 185 4 32 1024 1128
éEBllS.LA2.l38—50/52 148 16 16 :1024 512
EB115.LA2.138-53/56 48 8 128 i128 1024
EB115.LA2.138-57/60 130 0 32 32 1024
fEBllS.LA2.138—61/65 130 4 256 04 2048
EEBllS.LA2.l38—66/7O 16 2 32 0 128
EEBllS.LA2.138—71/8O 16 0 2 0 128
EB115.LA2.138-81/90 5 0 0 0 4
gEB115.LA2.138—91/1OO 12 0 0 :O 8

%4 LDgs em ug/mL, calculado como massa do produto
Equimico no ultimo poco com actividade, no entanto o
Evalor real pode ser menor uma vez gue ndo se atingiu
0o ponto final.

“Massa em mg.

EB77: Extracgdo e Partigdo entre Solventes

A extraccdo e a particdo entre solventes do EB77
proporcionou 416 g de material. Testaram-se as diversas
extracgcdes e fases das particdes entre solventes quanto as
suas actividades biolébégicas, utilizando 0s ensaios
biolbégicos acima. Pode ver-se da Tabela 6 gque tanto os

extractos como as fases em acetato de etilo da particéo
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entre solventes apresentavam elevadas actividades Ne, Bs,

Tr e Cy.

TABELA 6: Actividade dos Extractos e Particbes entre Solventes.

iNe éBs Tr Cy
Amostra iTitulo LDgo" éTitulo LDgo" iTitulo LDgs" iTitulo LDy’
EB77.MG1.41-Ext]l : ‘ ‘ ’

4 440 io4 27 {16 110 :256 6,8
'EB77.MG1.41-Ext2 ; : : '

2 340 332 21 il6 43 128 5,3
EB77.MG1.57- ; : : “
EtOAC; 04 140 ;512 17 :2506 34 2048 i4,3
"EB77.MG1.57- ; : : “
EtOAc, 1 250 4 62 i4 62 32 7,7
:aﬁ:\g;\;\:\M\éﬁiw\g;\: \\\\\\\\\\\\\\\
EtOAC; 0 - ‘l 110 2 55 3 14
'EB77.MG1.57-H,0; |

i1 4200:0 - 2 21008 530
EB77.MG1.57-H,0, ‘ : : ‘ ;

1 4200:0 i 2 21008 i530
'EB77.MG1.57-H,0; | | |

1 4300:0 - 0 - 38 530

“ LDy em ng/mL, calculado como massa do produto§
§quimico no ultimo poco com actividade, no entanto o§
§valor real pode ser menor uma vez que ndo se atingiu o§
%ponto final. 5

Submeteram-se a HPLC 0s extractos aquosos
concentrados sucessivos. A coluna utilizada foi uma coluna
com 50 x 100 mm (didmetro x comprimento) empacotada com C18
Platinum EPS (Alltech). Dissolveram-se cerca de 2 gramas de
material extraido em sulféxido de dimetilo (4 mL) e
submeteram-se a uma HPLC preparativa sendo as condicgdes

tipicas de 60 mL/minuto com um gradiente de eluigdo de 30 %
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a 100 % acetonitrilo/4gua ao longo de 20 minutos, seguindo-

se acetonitrilo durante 10 minutos.

Para os objectivos de comparacdo, a primeira
fraccdo de acetato de etilo e a terceira fase aquosa foram
analisadas por HPLC. Na terceira fase aquosa da terceira
particdo de solventes adgua/acetato de etilo havia poucos ou

nenhuns compostos remanescentes com interesse.

EB77: Fraccionamento por HPLC Preparativa

De um modo semelhante ao descrito para a Fase 3
acima, misturaram-se as amostras da particdo de EB77 com
acetato de etilo como solvente, e em seguida isolaram-se
compostos recorrendo a um aparelho de cromatografia HPLC

preparativa.

Utilizou-se a HPLC preparativa para se produzirem
100 fraccdes. Misturaram-se fraccdes dependendo da
concentracdo relativa de compostos, consoante indicado pelo

cromatégrafo de HPLC preparativa.

Determinou-se a actividade Dbioldégica de cada
fracgcdo ou conjunto de fraccdes provenientes da HPLC
preparativa utilizando o método de ensaios bioldgicos

acima. Resumem-se os resultados adiante na Tabela 5.
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TABELA 7: Actividade das Misturas de HPLC Preparativa.
Ne Bs Tr Cy

‘Amostra Massa’ Titulo |LDgs® Titulo LDgs® TituloLDye* TituloiLDgf
fEB77.LA3.110-
i1/11 68, 6 2 1100:0 4 540 (32 §67
{EB77.LA3.110-
112113 11,7 0 :0 :0 i4 92
EB77.LA3.110- : :
14/15 12,7 0 0 i0 i4 99
EB77.LA3.110- : :
16/22 28,0 0 i1 880 il 880 128 6,8
EB77.LA3.110- ‘
23/26 40,7 0 i1 1300:4 320 §1024 1,2
EB77.LA3.110- : :
27/28 22,06 0 i8 88 i2506 2,8 i512 1,4
EB77.LA3.110- ‘ ‘
29/33 68, 9 2 110032 1100:064 34 1024 2,1
'EB77.1A3.110- :
i34/35 116,5 64 57 32 11 512 7,1 12048 1,8
{EB77.LA3.110-36

{EB77.1A3.110-38
‘ 40, 8 64 20 16 80 {512 2,5 {1024 1,2
FB77.LA3.110-39

36,6 32 36 {32 36 {512 2,2 {1024 1,1
EB77.LA3.110-40 ‘

18,4 8 72 18 72 i8 72 1256 2,2
EB77.LA3.110- | |
41143 102,14 128 25 128 25 8 400 :2048 1,6
E877.LA3.110- | ‘
44/45 87,6 128 21 256 11 ;8 340 :1024 2,7
{EB77.LA3.110- ‘ |
146/48 116,0 128 28 512 7,1 8 450 2048 1,8
{EB77.LA3.110-
149/51 94,3 256 12 512 5,8 i8 370 i2048 1,4
{EB77.LA3.110-52
| 21,0 32 20 128 5,1 i4 160 i512 1,3
{EB77.LA3.110-53
‘ 31,2 32 31 256 3,8 2 490 :2048

b
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
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Ne Bs iTr Cy
Amostra Massa’ |Titulo LDee® Titulo iLDee® :Titulo :LDoo® Titulo%LDgf
{ER77.LA3.110-54 ;
‘ 37,0 o4 18 128 9,0 i2 580 {2048 20,57
{EB77.LA3.110-55 :
; 42,1 128 0 256 5,1 i2 600 2048 %O,64
{EB77.LA3.110- §
56/58 142,77 2506 17 1024 4,4 i1 4500i2048 2.2
T e e e E S e
59/60 66, 8 64 133 256 18,2 i0 2048 11,0
ER77.LA3.110- ‘ ‘
61/62 23,5 16 46 104 11 i0 £1024 10,72
ER77.LA3.110- : :
63/70 50,8 4 400 io04 25 i0 2048 10,77
ER77.LA3.110- ‘ ‘
71/80 11,5 0 i0 i0 io4d 5,6
EB77.LA3.110- : :
81/90 8,9 0 i0 i0 Y 4,3
S e e S R —
91/100 29,2 0 1 910 0 128 §7,l

‘ultimo poco com actividade, no entanto o valor real pode ser:

§menor uma vez que ndo se atingiu o ponto final.
§5Massa em mg.

e R R R R e R e e e

EXEMPLO 3

ELUCIDAQAO DA ESTRUTURA QUIMICA

EBI-23

Dissolveu-se em metanol a mistura de material

semelhante (fraccdes 59-63, 370 mg) da separacdo por HPLC

preparativo em gradiente, e submeteu-se a uma HPLC

preparativa (a 10 mL/minuto com eluicdo isocrética por 55

2

[e]
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dgua/acetonitrilo ao longo de 30 minutos, a través de uma

coluna de 5 pm Phenomenex Luna C18(2) 20 x 100 mm).

Misturaram-se as fracgdes 27 a 32, concentrou-se
em vazio, liofilizou-se e analisou-se o produto resultante
por espectroscopia UV, por HPLC analitica, por ES-MS e por
RMN (Tabela 8). Da anadlise dos resultados de HPLC, ES-MS e
RMN, determinou-se que EB116.LA3.31-27/32 continha o

seguinte composto referido neste documento como EBI-23.

TABELA 8: DADOS DE RMN para EBI-69 em DMSO-ds a 75/600 MHz

N° é”c 'H Multiplicidade (J, Hz)

E it T S
3 123,22 6,15 d (9,8)

4 140,8 i7,00 dd (9,8, 5,1)
0872 1430 | T LA
6 79,0 i5,10 m

10 62,2 3,94 m
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N o Multiplicidade (J, Hz)
11 AR Nt AL R S,
§12 263,4 4,19 m

§13 43,2 i~1,5, 1,3 m

14 \\\\\\ TN et e et A A AR
15 S0 Lo LS e
%16.52571 lf22 .............. e,
%17 i~29 1,22 m

§18 i~29 1,22 m

ol hm S
§2O i~29 l,22 & m

§21 i~29 1,22 m

%22 i~29 1,22 m

%23 i~29 1,22 m

21 -2 1, L e b S
§25.'3173 1(22, ........ e
26 22 i R
227 213,9 0,84 t (7,0)

Os resultados do ensaio bioldgico da Tabela 9 e

0os descritos

no Exemplo 5

inflamatério de EBI-23 e EBI-24",

"Inibicéo

da

no Exemplo 4

"Pormenores e resultados do despiste anti-

imunomodulacéo

da reaccao mista

'"Actividade adicional in vitro',

e ainda o Exemplo 18
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linfécitos", indicam claramente que o composto EBI-23
apresenta eficédcia a titulo de (A) agente citotdxico, sendo
portanto provavelmente Util no tratamento e na profilaxia
de patologias proliferativas de células, tais como tumores,
leucemia, linfoma e patologias relacionadas, (B)
antiparasitico, e portanto poderia ter utilidade no
tratamento de uma infestacdo por um parasita, tal como um
ectoparasita e/ou endoparasita dos seres humanos e/ou de
animais, (C) antibidético, e portanto poderia ser Util no
tratamento ou na profilaxia de uma infeccdo bacteriana de
seres humanos e/ou de animais, (D) um antiprotozoario, e
portanto poderia ser Util no tratamento ou na profilaxia de
uma infecgcdo a protozodrios, em seres humanos e/ou em
animais, (E) um anti-inflamatdério, e portanto poderia ter
utilidade no tratamento ou na profilaxia de um estado anti-

inflamatério, e (F) um agente imuno-supressor.

TABELA 9: - Ensaio bioldgico de EBI-23

Amostra Massa ‘Ne BS Tr Cy Gi

%]'-113994 LDgs” | LDgo” iLDgo” | LDgo?

|EB116.LA3.31-27/32

82,1 1100 (3,1 1 - 10,7850

%4 LDgs em ng/mL, calculado como massa do produto
‘quimico no Gltimo po¢o com actividade, no entanto o
valor real pode ser menor uma vez que ndo se atingiu
0 ponto final. °Massa em mg.
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EBI-24

Misturaram-se as fracgbes 36 a 40 da HPLC
preparativa que se descreveu acima. As fraccgdes 36 a 40
foram em conjunto concentradas em vazio, liofilizadas,
analisando-se o produto resultante por espectroscopia no
UV, por HPLC analitica, ES-MS e RMN (Tabela 10). A partir
dos resultados das andlises por HPLC, ES-MS e RMN
determinou-se que EB116.LA3.31-36/40 continha o composto

seguinte, que se refere neste documento como EBI-24.

TABELA 10: Dados de RMN para EBI-24 em DMSO-ds a 75/600 MHz

N e 'H Multiplicidade (J, Hz)

2 161,3

3 22302 101 e Q0 e
4 FRRANE KA A— dd (39,0, 2r2)
5 .................... TR OSSR
6 78,9 i5,09 m

7 47,6 2,42, 2,04 dd (14,6, 6,9) dd (14,6, 2,5)
L L2 N e —
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wo e Mmoo multiplicidade (7, H)
s av0 188 1,7 n

§10 62,2 3,94 m

éll 37,0 1,59, 1,31 m

12 e a2 o
13 a3z s, 1,33 "
4 e 35 -
%15 37,2 1,30 m

§l6 25,1 1,35, 1,23 m

§l7 ~29 1,22 m

§l8 ~29 1,22 m

§19 ~29 1,22 m

;20 ~29 1,22 m

%21 ~29 1,22 m

LR LI L "~
23 29 122 -
24 i~23 il,22 o4 moo
§25 31,9 1,91 m

2 g5 om
27 sss3 0 om
28 250 1,04 0 om
29 13,8 0 con
10-0OH jn.d.
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Ne. e

12-0H n.d.

Os resultados do ensaio bioldgico da Tabela 11 e
0s descritos no Exemplo 4 'Actividade adicional in vitro',
no Exemplo 5 "Pormenores e resultados do despiste anti-
inflamatério de EBI-23 e EBI-24", e ainda no Exemplo 18
"Inibic&o da imunomodulacéo da reaccéao mista de
linfécitos"™, indicam claramente dque o composto EBI-24
apresenta eficédcia a titulo de (A) agente citotdxico, sendo
portanto provavelmente Util no tratamento e na profilaxia
de patologias proliferativas de células, tais como tumores,
leucemia, linfoma e patologias relacionadas, (B)
antiparasitico, e portanto poderia ter utilidade no
tratamento de uma infestacdo por um parasita, tal como um
ectoparasita e/ou endoparasita dos seres humanos e/ou de
animais, (C) antibidético, e portanto poderia ser Util no
tratamento ou na profilaxia de uma infecgdo bacteriana de
seres humanos e/ou de animais, (D) um antiprotozodrio, e
portanto poderia ser Util no tratamento ou na profilaxia de
uma infeccdo a protozoarios, em seres humanos e/ou em
animais, (E) um insecticida e portanto poderia ser util
para eliminar e/ou 1inibir o crescimento de insectos,
incluindo uma larga gama de espécies de insectos, (F) um
anti-inflamatério, e portanto poderia ser util no
tratamento ou na profilaxia de um estado anti-inflamatério,

e (G) um agente imuno-supressor.
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TABELA 11: - Ensaio bioldgico de EBI-24

§no tultimo poco com actividade, no entanto o valor real

pode ser menor uma vez que nido se atingiu o ponto
final. "Massa em mg.

EBI-25

Misturaram-se as fracgdes 56 a ©3 da HPLC
preparativa que se descreveu acima. As fracgdes 56 a
63foram em conjunto concentradas em vazio, liofilizadas,
analisando-se o produto resultante por espectroscopia no
UV, por HPLC analitica, ES-MS e RMN (Tabela 12). A partir
dos resultados das analises por HPLC, ES-MS e RMN
determinou-se que EB116.LA3.31-56/63 continha o composto

seguinte, que se refere neste documento como ERI-25:

TABELA 12: Dados de RMN para EBI-25 em DMSO-ds a 75/600 MHz

R

Ne. iY%c¢ 'H . Multiplicidade (J, Hz)
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wo e Mmoo multiplicidade (7, H)
3 nejens a9,
§4 140,7;7,05 dd (9,9, 5,3)
§5 68,0 :4,38 t (4,9)
6 9 s0e o
7 47,6 2,0, 2,06 dd (14,6, 6,8) dd (14,6, 2,4
8 s Mmoo
%9 38,9 1,85, 1,78 M
élO 62,0 3,93 M
éll 77,0 1,52, 1,34 M
§12 63,1 4,14 M
13 39,3 11,61, 1,54 m
§14 70, 8 4,92 m
%15 33,5 :1,53, 1,47 m
I TR TR "~
1 29 22 -
18 i~23 il,22 o4 moo
§l9 ~29 1,22 m
20 29y ow
I L
22,29 1,22 0 omo
23 2 e
§24 ~29 1,22 m
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N° e 'H ‘Multiplicidade (J, Hz)
25113 R .

26 22,1 1,25 m

27 13,9 i0,84 t (7,0)

RO T L ——
12—QH»» n.d

Os resultados do ensaio bioldbgico da Tabela 13 e
os descritos no Exemplo 4 'Actividade adicional in vitro'
", dindicam claramente gque o composto EBI-24 apresenta
eficdcia a titulo de (A) agente citotdxico, sendo portanto
provavelmente Util no tratamento e na profilaxia de
patologias proliferativas de células, tais como tumores,
leucemia, linfoma e ©patologias relacionadas, (B) um
antibidético, e portanto poderia ser Util no tratamento ou
na profilaxia de uma infeccdo bacteriana de seres humanos
e/ou de animais, (C) um antiprotozodrio, e portanto poderia
ser Util no tratamento ou na profilaxia de uma infeccdo a
protozodrios, em seres humanos e/ou em animais, e (D) um
insecticida e portanto poderia ser Util para eliminar e/ou
inibir o crescimento de insectos, incluindo uma larga gama

de espécies de insectos.

TABELA 13: - Ensaio bioldgico de EBI-25
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iAmostra Massa® Ne BS Tr Cy Gi DipH
LDgy? LDgg* {LDgg? :LDgy® {LDgg* {LDgy
EB116.LA3.31- 44,6 - 25 i- 1,6 50 [P
156/63 |

‘4 LDgs em ug/mL, calculado como massa do produto quimico
fno ultimo poco com actividade, no entanto o valor real
fpode ser menor uma vez dJgue ndo se atingiu o ponto
final. "Massa em mg.

EBI-37

Misturaram-se as fraccdes 42 a 44 de EB115
(Cinnamonium laubatii), concentrou-se em vazio, liofilizou-
se e analisou-se por espectroscopia no UV, HPLC analitica,
ES-MS e RMN. A partir dos resultados das anadlises por HPLC,
ES-MS e RMN determinou-se que a EB115.LA3.31-60-40/42
continha um composto referido neste documento como EBI-37,

que era idéntico ao EBI-23.

Os resultados do ensaio bioldgico da Tabela 14
indicam claramente que o composto EBI-37 apresenta eficéacia
na qualidade de A) um agente citotdéxico, sendo portanto
provavelmente Util no tratamento e na profilaxia de
patologias proliferativas de células, tais como tumores,
leucemia, linfoma e ©patologias relacionadas, (B) um
antibidético, e portanto poderia ser Util no tratamento ou
na profilaxia de uma infecc¢do bacteriana de seres humanos
e/ou de animais, (C) um antiprotozoario, e portanto poderia
ser Util no tratamento ou na profilaxia de uma infeccdo a

protozodrios, em seres humanos e€/ou em animais.
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TABELA 14: - Ensaio Bioldgico de EBI-37
iAmostra Massa® [Ne BS Tr Cy Gi
LDgy® LDgs® [LDgy® LDy LDyy*
EB115.LA3.60- 1130 - 6,3 - 0,78 50
140/42 |

34 LDos em pg/mL, calculado como massa do produto gquimico
gno ultimo poco com actividade, no entanto o valor real
jpode ser menor uma vez gue ndo se atingiu o ponto
final. "Massa em mg.

EBI-38

Misturaram-se as fraccdes 47 a 49 de EB115 e
concentrou-se em vazio, liofilizou-se e analisou-se por
espectroscopia no UV, HPLC analitica, ES-MS e RMN. A partir
dos resultados das analises por HPLC, ES-MS e RMN
determinou-se que a EB115.LA3.60-47/49 continha um composto
referido neste documento como EBI-38, que era idéntico ao

EBI-24.

Os resultados do ensaio bioldégico da Tabela 15
indicam claramente que o composto EBI-38 apresenta eficécia
a titulo de A) um agente citotdxico, sendo portanto
provavelmente Util no tratamento e na profilaxia de
patologias proliferativas de células, tais como tumores,
leucemia, linfoma e patologias relacionadas, (B) um
antiparasitico, e portanto poderia ter utilidade no

tratamento de uma infestacdo por um parasita, tal como um
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ectoparasita e/ou endoparasita dos seres humanos e/ou de
animais, (C) um antibidtico, e portanto poderia ser itil no
tratamento ou na profilaxia de uma infeccdo bacteriana de
seres humanos e/ou de animais e (D) um antiprotozodrio, e
portanto poderia ser Util no tratamento ou na profilaxia de

uma infeccdo a protozodrios, em seres humanos e/ou em

animais.
TABELA 15: - Ensaio Bioldgico de EBI-38
%Amostra ;M.assa5 Ne BS fTr Cy Gi
LDgo® LDgs® [LDgo* {LDgy® LDy’
EB115.LA3.60- 7,7 50 13 - 0,78 150
47/49 |

“ LDgs em pg/mL, calculado como massa do produto quimico
ino ultimo poco com actividade, no entanto o valor real
fpode ser menor uma vez gue ndo se atingiu o ponto
final. °Massa em mg.

EBI-39

Misturaram-se as fraccdes 62 a 64 de EB115 e
concentrou-se em vazio, liofilizou-se e analisou-se o
produto resultante por espectroscopia no UV, por HPLC
analitico, por ES-MS e por RMN. A partir dos resultados das
andlises por HPLC, ES-MS e RMN, determinou-se que EB
115.1LA3.60-62/64 continha um composto referido neste
documento como EBI-39, que se verificou ser idéntico a EBI-

25.
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Os resultados do ensaio bioldégico da Tabela 16
indicam claramente que o composto EBI-39 apresenta eficécia
a titulo de (A) um agente citotdxico, sendo portanto
provavelmente Util no tratamento e na profilaxia de
patologias proliferativas de células, tais como tumores,
leucemia, linfoma e ©patologias relacionadas, (B) um
antibidético, e portanto poderia ser Util no tratamento ou
na profilaxia de uma infeccdo bacteriana de seres humanos
e/ou de animais, (C) um antiprotozoario, e portanto poderia
ser Util no tratamento ou na profilaxia de uma infeccdo a

protozodrios, em seres humanos e€/ou em animais.

TABELA 16: - Ensaio Bioldgico de EBI-31

%Amostra Massa’ Ne BS Tr Cy Gi

LDgs® {LDgo’ [LDgy® LDgo® {LDyo*

EB115.LA3.60- 7,7 - 13 - 1,6 150

62/64

* LDss em pg/mL, calculado como massa do produto
%quimico no ultimo poco com actividade, no entanto o
‘valor real pode ser menor uma vez que ndo se atingiu
0 ponto final. °Massa em mg.

EBI-42

Misturaram-se as fracgdes 83 a 86 de EB115 e
concentrou-se em vazio, liofilizou-se e analisou-se o
produto resultante por espectroscopia no UV, por HPLC
analitico, por ES-MS e por RMN (Tabela 17). A partir dos

resultados das anédlises por HPLC, ES-MS e RMN determinou-se
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continha o
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composto

referido neste documento como EBI-42:

TABELA 17: Dados de RMN para EBI-42 em DMSO-ds a 75/600 MHz
N° e 'H Multiplicidade (J, Hz)
G I D
s ohesalens SO
4 140,7 4,01 dd (9,8, 5,1)

5 67,7 4,44 t (4,8)

s s o
7 45,6 (2:42, 2,25 dd (14,8, 6,5), dd (14,8, 2,°)
LR ECE) N
o oo e aesl L
1o 127,3 15,62 m

11 128,5:5,96 m

2 lese bes L
13 38,9 1,78, 1,66 m

14 70,5 4,93 m

15 i33,4 1,52 m

seguinte,
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wetc w1 wultiplicidade (3, H2)
16 245 120 S
17 ~29 1,23 m

18 ~29 1,23 m

w29 123 o
o 2 v T
21 29 1,23 "
22 ~29 1,23 m

23 ~29 1,23 m

200029 2 I
25 31,2 l,22 & m

§26 22,0 11,25 ; m

27 13,9 0,84 t (7,0)

%28 170,0:

29 209 108 s

Os resultados do ensaio bioldgico da Tabela 18,
bem como os descritos no Exemplo 4 'Actividade adicional 1in
vitro', indicam claramente que o composto EBI-42 apresenta
uma eficdcia a titulo de agente citotdxico, sendo portanto
provavelmente Util no tratamento e na profilaxia de
patologias proliferativas de células, tais como tumores,

leucemia, linfoma e patologias relacionadas.
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TABELA 18: - Ensaio Bioldgico de EBI-42
Amostra Massa® Ne BS Tr Cy Gi
LDgs? {LDgs® LDgy® {LDgo® {LDgy*
EB115.LA3.60- 1,8 - - - 1,6 -
162/64

§4 LDgs em ug/mL, calculado como massa do produto
%quimico no ultimo poco com actividade, no entanto o

valor real pode ser menor uma vez que ndo se atingiu

Eo ponto final. "Massa em mg.

EBI-69

Misturaram-se as fraccdes 92 a 100 de ER77 e
concentrou-se em vazio, liofilizou-se e analisou-se o
produto resultante por espectroscopia no UV, por HPLC
analitico, por ES-MS e por RMN. A partir dos resultados das
andlises por  HPLC, ES-MS e RMN, determinou-se que
EB77.LA4.92-100 continha um  composto referido neste
documento como EBI-69, que se verificou ser idéntico a EBI-

23.

Os resultados do ensaio bioldgico da Tabela 19,
bem como os descritos no Exemplo 4 'Actividade adicional in
vitro', indicam claramente que o composto EBI-69 apresenta
uma eficédcia a titulo de (A) agente citotdxico, sendo
portanto provavelmente Util no tratamento e na profilaxia

de patologias proliferativas de células, tais como tumores,
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leucemia, linfoma e ©patologias relacionadas, (B) um
antiparasitico, e portanto poderia ter utilidade no
tratamento de uma infestacdo por um parasita, tal como um
ectoparasita e/ou endoparasita dos seres humanos e/ou de
animais, (C) um antibidtico, e portanto poderia ser til no
tratamento ou na profilaxia de uma infeccdo bacteriana de
seres humanos e/ou de animais, (D) um antiprotozodrio, e
portanto poderia ser Util no tratamento ou na profilaxia de
uma infeccdo a protozodrios, em seres humanos e/ou em
animais, e (E) um insecticida e portanto poderia ser util
para eliminar e/ou 1nibir o crescimento de 1insectos,

incluindo uma larga gama de espécies de insectos,

TABELA 19: - Ensaio bioldgico de EBI-69
Amostra Massa® Titulo Titulo Titulo Titulo DipP4§Titulo
Ne/LDgs* BS/LDgo? | Tr/LCss? Cy/LDgo* (Gi/LDyy*
EB77.LA4.92 28 1/63  116/3,9 (0/- 256/0,24 P  4/16
1-100 |

LDos em ug/mL, calculado como massa do produto guimico no
fﬁltimo poco com actividade, no entanto o valor real pode ser

‘menor uma vez que ndo se atingiu o ponto final. "Massa em mg.

Concentrou-se em vazio a fraccdo 9 de EBllo,
liofilizou-se e analisou-se o produto resultante por ES-MS
e RMN. A partir dos dados de RMN e dos obtidos no

espectrémetro de massa, esta fraccdo proporcionou um
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composto que incluia um ou ambos 0s compostos seguintes,

referidos neste documento como EBI-72.

R ¢ Ac e R € H, ou R' é H e R? & Ac.

RMN de 'H (CDCls, 300MHz) 0,94 (t, 3H),1,23 (s
muito largo, 15H), 1,30-1,63 (m, 4H), 1,67-2,00 (m, 7H),
2,00 (s, 3H), 2,22 (dd, J 14,6, 2,7Hz, 1H), 2,50 (s, 3H),
2,22 (dd, J 14,6, 6,9Hz, 1H), 3,1 (s lg, 1H), 4,08 (s lg,
1H), 4,10-4,12 (m, 1H), 4,52 (t, J 4,9Hz, 1H), 4,98-5,06
(m, 2H), 5,27-5,50 (m, 2H), 6,18 (d, J 9,9Hz, 1H), 6,86
(dd, J 9,9, 5,2Hz, 1H).

ES-MS C28H4407 515 (M+Na), 1006 (2M+Na).

Misturaram-se as fraccgbes 10 e 11 de EB 116 e
concentrou-se em vazio, liofilizou-se e analisou-se o
produto resultante por ES-MS e por RMN. A partir dos dados
de RMN e da espectrometria de massa, esta fraccéo
proporcionou um ou ambos 0s compostos seguintes, referidos

neste documento como EBI-73.
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R! ¢ Ac e R € H, ou R' é H e R? é Ac.

RMN de 'H (CDCls, 300MHz) 1,17-1,63 (m, 16H), 1,8
(d 1lg, 2H), 1,87-2,00 (m, 2H), 2,03 (s, 3H), 2,10-2,27 (m,
2"H), 2,43-2,63 (m, 3H), 3,73-3,87 (m, 1H), 4,30-4,43 (m,
iH), 4,47 (¢, J 5,1Hz, 1H), 4,97-5,10 (m, 2H), 5,90 (s,
2H), 6,14 (4, J 5,MHz, 1H), 6,57-6,77 (m, 3H), 6,86 (dd, J
9,9, 5,1Hz, 1H).

ES-MS C30H4009 566 (M+Na-1).

EXEMPLO 4

Actividade adicional in vitro

EBI-23

Levaram-se a cabo ensaios adicionails in vitro, 0S

quais provaram que o EBI-23 manifesta:

uma actividade citotdéxica contra fibroblastos
normais humanos (NFF) a 30 ng/mL; uma
actividade antitumoral <contra as seguintes

linhas de células:
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leucemia K562 a 3 pg/mL;
melanoma MM96L a 1 ng/mL;
melanoma MM418c5 a 1 ug/mL;
prbéstata DU145 a 3 pug/mL;
mama MCF-7 a 1 pg/mL;

ovadrio C180-13S a 1 npg/mL.

EBI-24

Levaram-se a cabo ensaios adicionais in vitro,

quais provaram que o EBI-24 manifesta:

(OFS]

uma actividade citotdxica contra fibroblastos

normais  humanos (NFF) a 10 wpg/mL;

actividade antitumoral contra as

linhas de células:

leucemia K562 a 10 pg/mL;
melanoma MM96L a 3 ug/mL;
melanoma MM418c5 a 10 pg/mL;
prbéstata DU145 a 10 pg/mL;
mama MCF-7 a 10 pg/mL;

ovadrio C180-13S a 3 npg/mL.

EBI-25

Levaram-se a cabo ensaios adicionais in

quais provaram que o EBI-25 manifesta:

vitro,

uma

seguintes

oS
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uma actividade citotdéxica contra fibroblastos
normais  humanos (NFF) a 30 ng/mL; uma
actividade antitumoral <contra as seguintes

linhas de células:

leucemia K562 a 30 pg/mL;
melanoma MM96L a 10 pg/mL;
melanoma MM418c5 a 10 pg/mL;
prbostata DU145 a 30 pg/mL;
mama MCF-7 a 300 ng/mL;

ovario C180-13S a 3 pg/mL.

EBI-42

Levaram-se a cabo ensailos adicionais in vitro, oS

quais provaram que o EBI-42 nédo tem:

qualguer actividade citotdxica contra
fibroblastos normais humanos (NFF) a 10 ng/mL;

e

mas tem actividade antitumoral contra as

seguintes linhas de células;

melanoma MM96L a 10 ng/mL; e

ovdrio C 180-13 S a 10 npg/mL.
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EXEMPLO 5

Pormenores e resultados do despiste anti-

inflamatério com EBI-23 e com EBI-24

Levaram-se a cabo trés ensaios principais;
transformacdo, regressdo e reaccgbes linfocitdrias mistas
(MLR) . Faz-se referéncia ao trabalho de Moss et al., (DJ,
Rickinson AB, Pope JH: Long-term T-cell-mediated immunity
to Epstein-Barr virus in man. III. Activation of cytotoxic
T cells in wvirus-infected leukocyte cultures. Int. J.
Cancer 1979, 23: 618-625). Complete regression of virus-
induced transformation in cultures of seropositive donor

leukocytes.

Os resultados experimentais qualitativos, tanto
para a regressdo como para MLR, foram obtidos visualmente e
pela adicdo de [’H-metilltimidina (°H-T). O °H-T ¢ um
anadalogo de um nucledsido e é incorporado no ADN de células
em proliferacdo. Caso as células estejam em proliferacdo, o
valor de contagens/minuto (cpm) é elevado; caso as células

estejam mortas, o cpm & pegueno.

Transformagdo e Regressdo

Estado da Técnica quanto a Transformagdo

Infectaram-se células mononucleares seronegativas

e seropositivas para o EBV, do sangue periférico de
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o EBV. Uma pequena percentagem das

células B contidas na populacdo de PBMC foram transformadas

em linhas de células linfoblastdéides imortalizadas

para o EBV,

do EBV

Estado da Técnica quanto a Regressdo

TABELA 21:

(LCL) .

- Regressdo em PMBC sero-positivas

induzida por células T com memdbdria especifica

10 iDia 14 Dia 28

ESero+

EBV PBMC de

Dia 8 -

paraitransfo

+

rmacgdoiregressdo/morteiMorte

édoador
'EBV
ESero— para;Transformagéo transformacdo icrescimento

EBV PBMC de

%doador

EBV

+:

S6 ocorre regressdo nas PBMC sero-positivas para

EBV induzidas por cédulas T com membdéria especifica de EBV.

Experiéncias

com EBI-23 e com EBI-24

tanto de EBl1l6 como de ER11l5

isolados
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Métodos:

Adicionaram-se EBI-23 e ERI-24 a concentracdes de
2 pg/mL, individualmente, a PBMC de doadores seropositivos
e seronegativos para EBV, previamente infectadas com o EBV,
para monitorizar a inibicdo da transformacdo e/ou a

regressao.

Incubaram-se entdo as células durante 28 dias,
sendo o0s resultados determinados visualmente, e pela adicéo

de ’H-T para se obterem dados quantitativos.

Resultados:

Os resumos individuais de transformacdo foram
determinados através dos dados visuais e das cpm com “H-T a
partir das células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) dos doadores seronegativos para EBV. O controlo eu
se utilizou foram estas PBMC sem produto quimico
adicionado. Determinaram-se os valores dos cortes de cpm
com °H-T para cada ensaio individual utilizando o valor do
controlo individual, mais ou menos uma diferenca de cinco
vezes. Escolheu-se esta diferenca de 5 vezes porque
comparava os valores dos dados de cpm de *H-T para todos os
controlos e as inspecc¢des visuais de todos os pogcos em

teste.

Determinam. se 0s resumos individuais das

regressdes por exame dos dados visuais bem como dos dados
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relativos aos cpm com 3H—T, a partir de PBMC de doadores
seropositivos para EBV. O controlo eram estas PBMC sem
qualquer produto gquimico adicionado. Determinou-se o valor
de °H-T para cada ensaio individual usando este valor de
controlo, mais ou menos uma diferenca de cem (100) vezes.
Escolheu-se esta diferenca de 100 vezes porgue comparava OS
valores dos dados de cpm de -7 para todos os controlos e
as 1inspecgdes visuais de todos o0s pogos em teste. O
controlo positivo era o valor de cpm de células incubadas
com ciclosporina (CSA), um produto gquimico conhecido como
inibindo a regressido, engquanto o controlo negativo eram as

PBMC sem virus nem produto quimico.

Reacgdes Linfocitdrias Mistas (MLR):

Estado da Técnica e método para MLR

Estudo do efeito de EBI-23 e de EBI-24 isolados
de EB11l5 e de EBll6 sobre as respostas das células T
alogénicas.

Misturaram-se PBMC com LCL irradiadas, LCL com
diferentes HLA, e monitorizou-se a activacdo de células T e
0 seu crescimento passados seis (6) dias.

Resultados

Determinaram-se o0s resumos individuais dos MLR

através dos dados visuais e dos valores de cpm de “H-T cpm
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de PBMC + LCL com diferentes HLA a qgue se adicionara o
produto guimico EB. O controlo eram estas PBMC + LCL menos
o produto quimico. Determinaram-se o0s valores dos cortes de
cpm com °H-T para cada ensaio individual utilizando o valor
do controlo individual, mais ou menos uma diferenca de
cinco vezes. Escolheu-se esta diferenca de 5 vezes porque
comparava o0s valores dos dados de cpm de SH-T para todos os
controlos e as inspecg¢des visuais dos controlos, com oS
dados visuais de todos o0s pocos em teste. O controlo
positivo era o valor de cpm de células incubadas com
ciclosporina (CSA), um produto quimico conhecido como
inibindo a MLR, enquanto o controlo negativo eram as PBMC

por si sés e as LCL por si sés.

Resultados do despiste de produtos quimicos

especificos:

Tanto o EBI-23 como o EBI-24 demonstraram uma

inibicdo forte da transformacéo.

EXEMPLO 6

Derivatizagdo do EBI-23 por hidrogenacgéado

Tratou-se 1 mg de EBI-23 em 200 pL de metancl com

4 mg de PtO, durante 24 horas a temperatura ambiente para

se obter:
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OH

OH
OH

CoeH450s; Massa exacta: 456,3451; Massa molecular:

456,6557; C: 68,38, H: 10,59, ©0: 21,02. MS (ESI): 479,

(M+Na) .

EXEMPLO 7

Derivatizagdo de EBI-23 por acetilagédo

Agitou-se 1 mg de EBI-23 em 400 upL de anidrido

acético e piridina (a 1:1) a temperatura ambiente durante

17 horas para se obter:

OAc

C3oH4508; Massa exacta: 536,3349; Massa molecular:
536,6973; C: 67,14, H: 9,01, 0: 23,85. MS (ESI): 559,

(M+Na) .
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EXEMPLO 8

Derivatizagdo de EBI-24 por hidrogenacgéado

Tratou-se 1 mg de EBI-24 em 200 pL de metancl com

4 mg PtO, durante 24 horas a temperatura ambiente para se

obter:
o (o]
o) O
OH
OH
CogH4s05; Massa exacta: 478,33; Massa molecular:

478,66; MS (ESI) : 501, (M+Na) , 533 (M+Na+MeOH) , 565
(M+Na+,MeOH) .

EXEMPLO 9

Derivatizagdo de EBI-24 por oxidagédo

Tratou-se 1 mg de EBI-24 em 200 plL de acetona com
50 pL de uma solucdo de dimetildioxirano (DMDO) preparada
de fresco, e agitou-se durante 1 hora a 0°C e durante 3

horas a temperatura ambiente para se obter:
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490,6289;

CygH4007; Massa exacta: 490,2931; Massa molecular:

MS (EsSI): 513, (M+Na), 1003 (,M+Na).

EXEMPLO 10

Derivatizagdo de EBI-24 por acetilagédo

Agitou-se a temperatura ambiente 1 mg de EBI-24

em 400 pL de anidrido acético e piridina (a 1:1) durante 17

horas para se obter:

562,7346;

Cs2Hs00g; Massa exacta: 562,3506; Massa molecular:

MS (ESI): 585, (M+Na).
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EXEMPLO 11

Derivatizagdo de EBI-25 por hidrogenacgéado

Tratou-se 1 mg de EBI-25 em 200 pL de metancl com

4 mg de PtO, durante 24 horas a temperatura ambiente para

se obter:

CygH4507; Massa exacta: 496,34; Massa molecular:

496,6765; MS (ESI): 551, (M+Na+MeOH), 1079 (;M+Na+;MeOH) .

EXEMPLO 12

Derivatizagdo de EBI-25 por oxidagéo

Tratou-se 1 mg de EBI-25 em 200 plL de acetona com

50 pL de uma solucdo de dimetildioxirano (DMDO) preparada

de fresco, durante 1 hora a 0°C e 3 horas a temperatura

ambiente, para se obter:
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Cy5H4407; Massa exacta: 492,3087; Massa molecular:

492,6448; MS (ESI): 515, (M+Na), 1007 (uM+Na).

EXEMPLO 13

Derivatizagdo de EBI-25 por acetilagéo

Agitou-se 1 mg de EBI-25 em 400 uL de anidrido

acético e piridina (a 1:1), a temperatura ambiente durante

17 horas para se obter:

OAc

Cs0H4508; Massa exacta: 536,3349; Massa molecular:

536,6973; MS (ESI): 559, (M+Na)

EXEMPLO 14

Efeitos da derivatizagdo de EBI-23, EBI-24 e EBI-

25

Levaram-se a cabo diversas reaccdes de
derivatizacdo a partir de quantidades de 1 mg de EBRI-23,
EBI-24, e EBI-25. Obtiveram-se espectros de massa para se
confirmarem as naturezas dos derivatizados, mas n&do se

purificou (aram) o(s) produto (s) para este despiste
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preliminar de actividade inibidora do crescimento de uma
linha de células tumorais humanas. Compararam—-se OS
resultados assumindo auséncia de perdas durante as

derivatizacdes.

O EBI-23 perdeu a maior parte da sua actividade
por hidrogenacdo e por oxidacdo (presumivelmente devido a
uma perda da ligacdo dupla), engquanto a aceptilacdo do OH
ou a epoxidacdo da ligacdo dupla tinham menores efeitos. A
estrutura relacionada EBI-24, com uma ligacdo dupla na
cadeia lateral longa, era 10 vezes menos potente do que o
EBI-23 e s6 a hidrogenacdo provocava perda da sua
actividade. 0O EBI-25 era o menos potente desta gérie.
Tornava-se mais activo apds epoxidacéo, talvez em
consequéncia de uma maior ©polaridade contrariando @ a

aceptilacdo do OH.

EXEMPLO 15

Efeitos de EBI-23, morfoldgicos e sobre o ciclo

celular

A doses proéximas do ICsg, ndo se observava
qualquer alteracdo morfoldgica notével, tal como uma
apoptose, utilizando estes compostos. Isto tende a
considerar gue ndo eram alvos nem o PKC (sendo composto
protédtipo o PMA), nem as lesdes no ADN (sendo composto

protdétipo a cisplatina), nem as gquinases (sendo composto
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protbédtipo a estaurosporina), nem as mitocdndrias nem a

membrana plasmadtica (lise celular).

A citometria de fluxo de diversas linhas de
células passadas 24 horas de tratamento com 1 pg/mL de EBI-
23 sugere um grau variavel de paragem de G2/M. Isto no
entanto nao é acompanhado pela morfologia tipica
arredondada das células tratadas com ligandos da tubulina.
N&ao se detectaram fragmentos de  ADN, reforcando a
observacdo visual de que ocorrera pouca ou nenhuma

apoptose.

EXEMPIO 16

Inibicdo do crescimento do Melanoma Bl16 pelo EBI-

23 e murganhos C57BL/6

Depois de uma experiéncia preliminar para
determinar a MTD em murganhos, implantaram-se em murganhos
C57BL/6 células de melanoma B 16 (0,5 milhdes de células
por local, 2 locais por murganho, subcuténeo, 3
murganhos/grupo) e comegou-se o tratamento 24 horas depois.
Para este estudo inicial, preparou-se o EBI-23 diluindo uma
solugcdo etandlica com soro salino, de tal modo que o teor
final em etanol fosse de 2 %. Injectou-se a solucdo turva
que deste modo se obteve por via intraperitoneal nos

murganhos, diariamente ao longo de 7 dias. Mediram-se ao

longo do tempo a dimens&do do tumor e a massa corporal.
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Os resultados (Fig. 5) denotaram uma reaccgédo
relacionada com a dose, com uma diminuicdo significativa do
crescimento do B 16 com uma dose de 250 pg/murganho/dia, e

uma reaccdo mensuréavel a 80 ng.

Os murganhos toleravam bem este regime, excepto
que havia alguma perda de massa corporal a dose mais
elevada. Parou-se o tratamento aos 13 dias por causa das

limitacdes devidas a ndo existir suficiente EBI-23.

EXEMPLO 17

Tratamento de tumores da préstata DUl45 em

murganhos nus

Investigou-se a actuacdo do EBI-23 sobre tumores
da proéostata DU145 em murganhos nus. Trataram-se 0s
murganhos com 200 mg/murganho/dia até ao dia 14, e depois
com 400 mg/murganho/dia. Mostram-se os resultados nas

Figuras 6 e 7.

EXEMPLO 18

Imunomodulagdo: inibigdo da reacgdo mista de

linfécitos

Adicionaram-se células linfblastdéides irradiadas
com raios gama (LCL, células B transformadas pelo virus de

Esptein-Barr; 17.000) a 1linfécitos do sangue periférico
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humano (PBMC; 50.000 por poco de microtitulacdo), e em
seguida o farmaco, incubado a 37°C tal como acima e marcado
com [’H]-timidina no Dia 4. Lisaram-se as células e
lavaram-se por sobre tapetes em fibra de vidro para
contagem da cintilacéo. Utilizaram-se as mesmas
concentracdes de farmaco para avaliar a toxicidade directa

por ensaio em LCL de controlo (10.000 células/poco).

A MLR mede a capacidade das células T normais
sofrerem uma reaccdo proliferativa em relacdo a alo-
antigénios expressados por uma linha de células B né&o
proliferante. Um composto de controlo positivo, o férmaco
ciclosporina A imuno-supressor que é clinicamente
utilizado, inibia por completo a MLR. Verificou-se que o
EBI-23 inibia a MLR a 1 pg/mL. Isto ndo se devia a uma
toxicidade geral, uma vez gue o0 crescimento das LCL de

controlo ndo era afectado.

A inibicdo de MLR pelo ERI-23 a uma dose de certa
forma superior ao teor necessario para inibir o crescimento
celular sugere qgque o EBI-23 tem potencial a titulo de
fadrmaco imuno-supressor. Sem que isto signifique sujeicédo a
uma qualgquer teoria, esta reactividade, e de facto esta
actividade contra o <cancro, pode acontecer ao nivel
molecular a partir de um potencial para substituicdo em
beta por parte de nuclebdéfilos, no anel de lactona. Poderiam
incluir-se nesses nucledfilos, grupos amino ou tiol

reactivos de proteinas celulares especificas, cuja



PE1971608 - 127 -

especificidade proviesse da reactividade quimica e da cauda

alifdtica dos membros individuais da familia EBI-23.

EXEMPLO 19

Submeteu-se uma série de extractos de plantas a
uma purificacdo por HPLC, recorrendo a um dos seguintes

sistemas de separacdo por HPLC:

Coluna: Phenomenex luna 5p

250 x 4,60 mm C18

Caudal: 0,5 mL/minuto

Sistema de {Metanol/&gua

Solventes:

Método:

EBA.M

Tempo (minutos) §i0 20 40 50 51 55

% Metanol 90 90 100 100 i90 90

EBC.M

Tempo (minutos) i0 10 40 55 56 65

)

s Metanol 170 90 100 100 70 70
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EBB.M
Tempo (minutos) {0 30 40 45 50 51 55
% Metanol 85 90 90 100 {100 i85 85

Testaram-se os compostos isolados contra uma
série de linhas cancerosas, humanas e ndo-humanas. As linha
celulares tumorais humanas foram: MCF-7, MDA-MB-231 e T47D,
de cancro da mama; DU145 e PC3 de cancro da probdstata, CI80-
13S de cancro dos ovarios; MM96¢L, D04, SkMel5 e MM418c5 de
melanoma; HT29 de cancro do célon; K562 e HL60 de leucemia.
As linhas de células de murganho foram a de melanoma murino
B 16, e a LK2 de carcinoma celular induzido por UV (SCC).
Utilizaram-se fibroblastos neonatais do prepucio (NFF) a
titulo de células normais de controlo. Cultivaram-se as
células a 37°C sob 5 % de diéxido de carbono/ar, em meio

RPMI 1640 contendo 10 % de soro fetal de wvitelo.

Mostram-se os resultados na Tabela 22.
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Tabela 22, Descricdo e act1v1dades contra 0 cancro de espirocetais

IC5D (em pg/nL) para cada linha de células (dose§

iComposto R
; Tenpo de Retencdo na Método de de farmaco que mlbe 0 cresc1mento en 50 %)
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REIVINDICACOES
1. Um composto com a férmula (II):
75
R7s R R74
R53 RS54 RS? RS8 R73

W% P

R51 Rsz Rss Rss R59 Rsa
RS?

64
R R67 REB
RES 68

na qual

X, Y e Z sejam seleccionados independentemente de
entre -0-, -S-, -NH-, -N(alquilo C;-Cg)-e -CHjy-

R’ seja seleccionado de entre -CH;, -cicloalquilo
C3-Cg, arilo, heterociclilo e heteroarilo;

R51’ R52’ R57, R58, R61’ R62, R67, R68, R69 e R7O sejam
seleccionados independentemente de entre hidrogénio,
—alquilo C1-Cyp, —alcenilo Cy-Cyy, -alcinilo Cy-Cgo,
-cicloalquilo C3-Cg, —arilo C4-Ci4, -heterocarilo Cs-Cig,
-heterociclilo C3=C1y4, arilalquilo, heteroarilalquilo,
heterociclilalquilo, alcoxialquilo, halo, -CN, -NOj,
-haloalquilo C;-Cip, -dihalocalquilo C;-Cio, -trihaloalquilo
C1-Ci09, -COR, -COyR -OR, -SR, -N(R);, NROR, -ON(R),, -SOR,
-S0R, -SOs3R, -SON(R);, -SOsN(R);, -SOs3N(R):, -P(R)s,

-P(0) (R)3, -0Si(R)s, -OB(R),, -C(W)R e WC(W)R;
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R*® a R’® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo Ci1-Cgo, -alcenilo Cy-Cjo,
-alcinilo Cy-Cyp, -cicloalguilo Cs3-Cg, -arilo Cg—Cig,
-heteroarilo Cs5-Ci4, -heterociclilo C3-Ci4, arilalquilo,
hetercarilalquilo, heterociclilalquilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO,, -haloalquilo C;-Ciq, -dihaloalquilo C;-Ciq,
-trihaloalquilo C;-Cy;p, -COR, -CO3R, -OR, -SR, -N(R)g,

-NROR, -ON(R);, -SOR, -SOyR, -S03R, -SON(R);, -SO3;N(R)g,
-SOsN(R)2, -P(R)3, -P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R)2, -C(W)R e

-WC (W)R; ou R’ e R’ tomados em conjunto formem uma ligacado
dupla ou sejam -0-; ou R e R™ ou R e R tomados em
conjunto formem um grupo carbonilo;

R*” e R’ sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cyp, -alcenilo C,;-Cyq,
—alcinilo Cy-Cyp, -cicloalquilo C3-Cg, —arilo Cg—Ciq,
-heteroarilo Cs5-Cig4, -heterociclilo C3-Cig4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalguilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO;, -halocalquilo C;-Ciy, -dihalocalquilo C;1-Cio,
-trihaloalquilo C;-Cyp, -COR, -CO3R, -OR, -SR, -N(R)g,

-NROR, -ON(R),, -SOR, -SO,R, -S03R, -SON(R),, -SO;N(R);,
-SOsN(R)2, -P(R)s, -P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R),, -C(W)R e
-WC(W)R; ou R’ e R®’ tomados em conjunto formem um grupo
carbonilo;

R63 e R66

sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C;-Cyo, -alcenilo C,-Cjp,
-alcinilo Cy-Cyp, -cicloalguilo C3-Cg, -arilo Cg—Cig,
-heterocarilo Cs5-Cqg4, -heterociclilo C3-Ci4, arilalquilo,

hetercarilalquilo, heterociclilalgquilo, alcoxialquilo,

halo, -CN, -NO;, -haloalquilo C;-Cig, -dihaloalquilo C1-Cig,
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-trihaloalgquilo C;-Cy;p, -COR, -CO;R, -OR, -SR, -N(R),,

-NROR, -ON(R);, -SOR, -SO3R, -S03R, -SON(R);, -SO3N(R),
-SOsN(R)2, -P(R)3, -P(0) (R)3, -0Si(R)s3, -OB(R)2, -C(W)R e

-WC (W)R; ou R* e R® tomados em conjunto formem uma ligacdo
dupla ou sejam -0-; ou R*® e R*" ou R® e R®® tomados em
conjunto formem um grupo carbonilo;

R’ e R'” sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cgo, -alcenilo Cy-Cjo,
-—alcinilo Cy-Cyo, -cicloalguilo Cs3-Cg, -arilo Cg—Cig,
-heteroarilo Cs5-Cyy4, -heterociclilo C3-Cig4, arilalquilo,
hetercarilalquilo, heterociclilalqgquilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO,, -halocalquilo Ci-Cip, -dihalcalquilo C;-Cio,
-trihaloalquilo C;-Cy;p, -COR, -CO3R, -OR, -SR, -N(R)g,

-NROR, -ON(R);, -SOR, -SOyR, -S0O3R, -SON(R);, -SO;N(R),
-SO3N(R)2, -P(R)3, -P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R)2, -C(W)R e
-WC(W)R; ou R e R’ tomados em conjunto formem um grupo
carbonilo;

R e R’® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cjyp, -alcenilo C,-Cyg,
-alcinilo C,-Cyp, -cicloalguilo C3-Cg, -arilo Cg—Cig4,
-heteroarilo Cs-Ci4, -heterociclilo C3-Cy4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO;, -halocalguilo C;-Cio, -dihaloalquilo C;-Cig,
-trihaloalgquilo C;-Cip, -COR, -CO;R, -OR, -SR, -N(R)g,

-NROR, -ON(R),, -SOR, -SO,R, -S03R, -SON(R),, -SO,;N(R),,
-SOsN(R)2, -P(R)3, -P(0) (R)3, -0Si(R)s3, -OB(R)2, -C(W)R e
-WC(W)R; ou R’® e R tomados em conjunto formem uma ligacdo
dupla ou sejam -0-; ou R” e R™ ou R e R’® tomados em

conjunto formem um grupo carbonilo;
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R"” e R'® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cip, -alcenilo Cy-Cip e
—alcinilo Cy-Cqp;

W seja seleccionado de entre -0-, -S-, -NH- e
-N(alguilo C;-Cg) -

R seja seleccionado de entre hidrogénio, -alquilo
C1-Cyg, -alcenilo C;-Cyo, -alcinilo C;-Cyp, -cicloalquilo Cs-
Cg, —arilo Cg-Ci4, -heterocarilo Cs-Ci4, -heterociclilo C3-Ci4,
arilalquilo, heterocarilalquilo, heterociclilalquilo,
-haloalquilo C;-Cyp, -dihaloalquilo C1-C;p; e -trihaloalquilo;

P € g sejam independentemente 0 ou 1; e

r seja um inteiro de 1 a 8;

em qgue os diversos grupos alquilo, alcenilo,
alcinilo, cicloalquilo, arilo, heterociclilo e heteroarilo
sejam opcionalmente substituidos;

ou um seu sal aceitavel do ponto de vista

farmacéutico, em agricultura ou como pesticida.

2. Um composto de acordo com a reivindicacdo 1,

no qual

X, Y e Z sejam seleccionados independentemente de
entre -0-, -S-, -NH-, -N(alquilo C;-Cs)- e -CHy-;

R’’ seja seleccionado de entre -CH;, -cicloalquilo
Csz-Cg, arilo, heterociclilo e heterocarilo;

R°1, R°2, R°7, R, R, R%, RY, R®®, R®® e R" sejam
seleccionados independentemente de entre hidrogénio,

-alquilo C1-Cyy, -alcenilo Cy-Cyp, -alcinilo Cy-Cgyq,
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-cicloalquilo C3-Cg, -arilo Cg-Ci4, -heterocarilo Cs-Ci4,
-heterociclilo C3=C1a4, arilalquilo, heteroarilalquilo,
heterociclilalquilo, alcoxialquilo, halo, -CN, -NOj,
-haloalquilo C;-Cip, -dihaloalgquilo C;-Cio, -trihaloalquilo
C,-C1q, -COR, -CO,R -OR, -SR, -N(R),, NROR, -ON(R),, -SOR,
-SO,R, -SO3R, -SON(R);, -SO,N(R);, —-SO3N(R),, -P(R)j3,

-P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R)2, -C(W)R e WC(W)R;

R>® a R’ sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cjyp, -alcenilo C,-Cyq,
-alcinilo C,-Cyp, -cicloalguilo C3-Cg, -arilo Cg—Cig4,
-heteroarilo Cs5-Ci4, -heterociclilo C3-Cig4, arilalquilo,
hetercarilalquilo, heterociclilalquilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO;, -haloalquilo C;-Cig, -dihaloalquilo C1-Cig,
-trihaloalquilo C;-Cyp, -COR, -CO3R, -OR, -SR, -N(R)g,

-NROR, -ON(R);, -SOR, -SO3R, -S03R, -SON(R);, -SO3N(R)g,
-SOsN(R)2, -P(R)3, -P(0) (R)3, -0Si(R)s3, -OB(R)2, -C(W)R e

-WC (W)R; ou R’ e R’ tomados em conjunto formem uma ligacdo
dupla ou sejam -0-; ou R e R™ ou R e R tomados em
conjunto formem um grupo carbonilo;

R’ e R® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C;-Cyo, -alcenilo C,-Cjo,
-alcinilo Cy-Cyp, -cicloalguilo Cs3-Cg, -arilo Cg—Cig,
-heteroarilo Cs5-Cig4, -heterociclilo C3-Cig4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO,, -halocalquilo C;-Cio, -dihalcalquilo C;-Cio,
-trihaloalquilo C;-Cy;p, -COR, -COyR, -OR, -SR, -N(R)g,

-NROR, -ON(R);, -SOR, -SOyR, -S03R, -SON(R);, -SO;N(R),

-SOsN(R)2, -P(R)s, -P(0) (R)3, -OSi(R)s, -OB(R),, -C(W)R e
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-WC(W)R; ou R°? e R®’ tomados em conjunto formem um grupo
carbonilo;

R*® e R®® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cyp, -alcenilo C,;-Csq,
—alcinilo Cy-Cyp, -cicloalquilo C3-Cg, —arilo Cg—Cig4,
-heteroarilo Cs5-Cyy4, -heterociclilo C3-Cig4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalqguilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO;, -halocalquilo C;-Ciy, -dihalocalquilo C;-Cio,
-trihaloalquilo C;-Cyp, -COR, -COyR, -OR, -SR, -N(R)j,

-NROR, -ON(R),, -SOR, -SO,R, -S03R, -SON(R),, -SO;N(R);,
-SO3N(R)2, -P(R)s, -P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R)2, -C(W)R e

-WC (W)R; ou R* e R® tomados em conjunto formem uma ligacdo
dupla ou sejam -0-; ou R*” e R* ou R*® e R°® tomados em
conjunto formem um grupo carbonilo;

R’ e R'” sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cjyp, -alcenilo C,-Cyg,
-alcinilo C;-Cyo, -cicloalguilo C3-Cg, -arilo Cg—Cig,
-heteroarilo Cs5-Cig, -heterociclilo C3-Ciyg4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO,, -halocalguilo C;-Cig, -dihaloalquilo C;-Ciq,
-trihaloalguilo C;-C;p, -COR, -CO;R, -OR, -SR, -N(R),,

-NROR, -ON(R),, -SOR, -SOsR, -S03R, —-SON(R),, -SON(R):,
-SOsN(R)2, -P(R)3, -P(0) (R)3, -0Si(R)s3, -OB(R)2, -C(W)R e
-WC(W)R; ou R’ e R’ tomados em conjunto formem um grupo
carbonilo;

R’”? e R'® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cyp, -alcenilo C,;-Csq,
-alcinilo Cy-Cyp, -cicloalquilo C3-Cg, —arilo Cg—Cig,

-heterocarilo Cs-Cig, -heterociclilo C3-Cig, arilalquilo,
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heterocarilalquilo, heterociclilalgquilo, alcoxialquilo,
halo, -CN, -NO,, -halocalquilo Ci1-Cip, -dihalocalquilo C;-Cio,
-trihaloalquilo C;-Cy;p, -COR, -CO3R, -OR, -SR, -N(R)g,
-NROR, -ON(R);, -SOR, -SOyR, -S0O3R, -SON(R);, -SO3;N(R),
-SOsN(R)2, -P(R)s, -P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R),, -C(W)R e
-WC(W)R; ou R’ e R” tomados em conjunto formem uma ligacdo
dupla ou sejam -0-; ou R” e R™ ou R” e R’ tomados em
conjunto formem um grupo carbonilo;

R"" e R'® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C1-Cip, -alcenilo C,-Cig e
—alcinilo Cy-Cip;

W seja seleccionado de entre -0-, -S5-, -NH- e
-N(alquilo C1-Cg) -

R seja seleccionado de entre hidrogénio, -alquilo
C1-Cyp, -—alcenilo Cy-Cyp, -alcinilo Cy-Cyy, -cicloalgquilo Cj3-
Cg, -—arilo Cg—Ci4, -heteroarilo Cs-Cis, -heterociclilo Cz-Cig4,
arilalquilo, heterocarilalquilo, heterociclilalqguilo,
-halocalquilo C1-Ciy, -dihaloalgquilo C;-Cip e -trihaloalquilo;

P € g sejam independentemente 0 ou 1; e

r seja um inteiro de 1 a 8;

em que os diversos grupos algquilo, alcenilo,
alcinilo, cicloalquilo, arilo, heterociclilo e heterocarilo
sejam opcionalmente substituidos;

ou um seu sal aceitédvel do ponto de vista

farmacéutico, em agricultura ou como pesticida.

3. Um composto de acordo com a reivindicacédo 1,

que seja um composto com a férmula (III):
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55 R56 59 60
RSR® RS R
R64

RS RS2

RSS RGS

na qual:

R°" seja seleccionado de entre -CHjs,
-cicloalquilo C3-Cg, arilo, heterociclilo e
heteroarilo;

R,  R%?, R e R°® sejam seleccionados
independentemente de entre hidrogénio, -alquilo
C1-Cyy, -alcenilo Cy-Csy, -alcinilo C,-Cyo,
-cicloalquilo C3-Cg, -arilo Cg—Ci4, -heteroarilo
Cs=Cia, -heterociclilo C3=Cqa4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo,
alcoxialquilo, halo, -CN, -NO,, -haloalquilo
C1-C19, -dihaloalquilo C1-Cio, -trihaloalqgquilo
C1-Cyip, -COR, -CO3R, -OR, -SR, -N(R):, -NROR,
-ON(R),, -SOR, -SO3;R, -SO3R, -SON(R),, -SO,N(R),,
-SOsN(R)2, -P(R)3, -P(0) (R)3, -0Si(R)3, -OB(R)g,
-C(O)R e -0OC(0O)R;

R>® a R°® sejam seleccionados independentemente
de entre hidrogénio, -alquilo C;-Cyg, -alcenilo
C,-Cyq, —alcinilo C,-Cyp, -cicloalquilo C3-Cg,

—arilo Cg-Ci14, -heterocarilo Cs5-Cig4,
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-heterociclilo C3=Cia4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo,
alcoxialquilo, halo, -CN, -NO,, -haloalquilo
C1-Ci09, -dihaloalquilo C1-Ciq, -trihaloalquilo
C1-Ci9, -COR, -CO;R, -OR, -SR, -N(R),, -NROR,
-ON(R),, -SOR, -SO3;R, -SO3R, -SON(R),, -SO;N(R),,
-SO3N(R)2, -P(R)s, -P(0) (R)s, -0Si(R)s3, -OB(R)g,
~-C(O)R e -0C(O)R; ou R™ e R%, tomados em
conjunto, formem uma ligacdo dupla ou -0-;

R’ seja hidrogénio e R®® seja seleccionado de
entre -0OH, -O-alquilo C;-Cip, -O-alcenilo C,-Cio,
-O-cicloalguilo, -0O-arilo, -O-heterociclilo,
-O-heterocarilo, -0O-alquil C;-Cip-cicloalquilo,
-O-alquil C1-Cio-arilo, -O-alquil C1-C1o-
heterociclilo, -0O-alquil C;-Cig~heterocarilo e
-0C(0)R; ou R’ e R tomados em conjunto formem
um grupo carbonilo;

R e R* sejam hidrogénio;

R*® seja hidrogénio e R°® seja seleccionado de
entre -OH, -O-alquilo Ci1-Ciq,

-O-alcenilo Cy-Cip, -O-cicloalquilo, -O-arilo,
-O-heterociclilo, -O-heteroarilo, -0O-alquil C;-
Cip—cicloalquilo, -O-alquil C;-Cip-arilo, -0-
alquil C;-Cip—heterociclilo, -0O-alguil C1-Cig-
heteroarilo e -0OC(0)R; ou R* e R°® tomados em
conjunto formem um grupo carbonilo; ou R* e R®°
tomados em conjunto formem uma ligacdo dupla;
R’" seja hidrogénio e R’? seja seleccionado de

entre -0OH, -0O-alquilo C;-Cip, -O-alcenilo Cy;-Cig,
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-O-cicloalquilo, -O-arilo, -O-heterociclilo,
-O-heteroarilo, -0O-alquil C;-Cigp-cicloalquilo,
-O-alquil C1-Cio-arilo, -O-alquil C1-C1p-
heterociclilo, -0-alquil C;-Cip—heteroarilo e
-0C(0)R; ou R e R’® tomados em conjunto formem
um grupo carbonilo;

R a R’® sejam seleccionados independentemente
de entre hidrogénio, -algquilo C;-Cyg, -alcenilo
Cy-Cy0, —alcinilo Cy-Cyo, -cicloalquilo C3-Cg,
—arilo Cg-Ci4, -heterocarilo C5-Cig4,
-heterociclilo C3-Cia4, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterociclilalquilo,
alcoxialquilo, halo, -CN, -NO;, -haloalquilo
C1-Ci09, -dihaloalquilo C1-Ciq, -trihaloalquilo
C;-C10, -COR, -CO3R, -OR, -SR, -N(R):, -NROR,
-ON(R)2, -SOR, -SO3R, -SO3R, -SON(R),, -SO3;N(R)g,
-SO03N(R)2, -P(R)s, -P(0) (R)s, -0Si(R)s3, -OB(R),
~-C(W)R e -WC(W)R; ou R™ e R”, tomados em
conjunto, formem uma ligacdo dupla ou -0-;

R seja seleccionado de entre hidrogénio,

-alquilo C;-Cyp, =-alcenilo C,-Cyp, =-alcinilo Cy-

Coo, -cicloalquilo C3-Cg, -arilo C=Cia4, -
heteroarilo Cs5—C1g4, -heterociclilo C3-C14,
arilalquilo, heteroarilalquilo,

heterociclilalgquilo, -haloalgquilo C;-Cig,
-dihaloalquilo C1-Cig e -trihaloalquilo C1-Cip;
p e gqsejam 0 ou 1; e

r seja um inteiro de 1 a 8;
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em que os diversos grupos algquilo, alcenilo,
alcinilo, cicloalguilo, arilo, heterociclilo e heteroarilo
sejam opcionalmente substituidos;

ou um seu sal aceitdvel do ponto de vista

farmacéutico, para agricultura ou como pesticida.

4, Um composto de acordo com a reivindicacédo 1,

no qual X, Y e Z sejam oxigénio.

5. Um composto de acordo com a reivindicacédo 1,

no qual R’’ seja -CHs;, fenilo ou heteroarilo.

6. Um composto de acordo com a reivindicacédo 1,

°2, R”" e R°® sejam hidrogénio.

no qual R’*, R

7. Um composto de acordo com a reivindicacédo 1,
no qual R’ a R°® sejam seleccionados independentemente de
entre hidrogénio, -alquilo C:;-Cs, -CO-algquilo C;-Cg, -COzH,
-COy-algquilo C;-C¢, -0OH, -0O-alquilo C;-Cs e -0C(0O)-alqgquilo
C;-C¢, ou R’ e R’, tomados em conjunto, formem uma ligacédo

dupla ou -0O-.

8. Um composto de acordo com a reivindicacédo 1,
no qual R’® seja hidrogénio e R®” seja seleccionado de entre
-OH, -O-alguilo C;-Cyp, -alcenilo 0C,-C;y, -O-cicloalquilo,
-O-arilo, -0O-heterociclilo, -0O-hetercarilo, -0O-alquil C;-
Cip—cicloalquilo, -O-alquilC,-Cip-arilo, -0-C1-C1g-
heterociclilo, -0-alquil C:-Cip—heteroarilo e -0C(0O)R; ou

R*? e R*’, tomados em conjunto, formem um grupo carbonilo.
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9. Um composto de acordo com a reivindicacédo 1,

no qual Rm, R&, R@Z Eﬁs, R®? e R"Y sejam hidrogénio.

10. Um composto de acordo com a reivindicacdo 1,

no qual R*® e R® sejam hidrogénio.

11. Um composto de acordo com a reivindicacdo 1,
no qual R®° seja hidrogénio e R®® seja seleccionado de entre
-OH, -O-alquilo C;-Cip, -alcenilo 0Cy-C;y, -O-cicloalquilo,
-O-arilo, -O-heterociclilo, -O-heterocarilo, -0O-alquil C;-
Cip-cicloalquilo, -0O-alquilC;-Cip-arilo, -0-C1=Cqp-
heterociclilo, -0-alquil C;-Cip-heterocarilo e -0C(O)R; ou

R* e R%, tomados em conjunto, formem um grupo carbonilo.

12. Um composto de acordo com a reivindicacdo 1,

no qual R* e R®® formem uma ligacdo dupla.

13. Um composto de acordo com a reivindicacédo 1,
no qual R’ seja hidrogénio e R’’ seja seleccionado de entre
-OH, -0O-alguilo C;-Cyp, -alcenilo 0C,-C:;y, -O-cicloalquilo,
-O-arilo, -0O-heterociclilo, -0O-hetercarilo, -0O-alquil C;-
Cip—-cicloalquilo, -O-alquilC,-Cip-arilo, -0-C1-Cqpo-
heterociclilo, -0O-alquil C;-Cip-heterocarilo e -0C(O)R; ou

R e R’?, tomados em conjunto, formem um grupo carbonilo.

14. Um composto de acordo com a reivindicacédo 1,

76

no qual R, R’¥, R’ e R’® sejam hidrogénio, ou R’® eR’® sejam
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hidrogénio e R e R’°, tomados em conjunto, formem uma

ligacdo dupla ou -0-.

15. Um composto de acordo com a reivindicacédo 1,
no qual R'" e R’® sejam independentemente hidrogénio ou

metilo.

16. Uma composicéo farmacéutica, para
agricultura ou pesticida, gque inclua um composto de acordo
com a reivindicacdo 1 e um veiculo aceitédvel do ponto de

vista farmacéutico, para agricultura ou para pesticidas.

17. Um composto de acordo com qualquer uma das
reivindicagcées 1 a 15, ou um seu sal aceitdvel do ponto de
vista farmacéutico, para utilizacdo num método de tratar ou

de evitar uma doenca ou um estado.

18. Um composto de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 15 ou um seu sal aceitavel do ponto de
vista farmacéutico, para utilizacdo num método de tratar ou
para evitar uma infecc¢do bacteriana; um método para tratar
ou evitar uma infeccdo parasitica; um método para tratar ou
evitar uma infeccdo por protozodrios; um método para tratar
ou evitar uma patologia inflamatéria; ou um método

assegurando diurese.

19. Um composto de acordo com qualquer uma das

reivindicac¢des 1 a 15, ou um seu sal aceitédvel do ponto de
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vista farmacéutico, para utilizacdo num método de tratar ou

de evitar uma patologia proliferativa de células.

20. Um composto para utilizacdo num método de
tratar ou de evitar uma patologia proliferativa de células
de acordo com a reivindicacdo 19, em que o referido método
inclua também a administracdo de um segundo farmaco

quimioterapéutico.

21. Um composto de acordo com gqualguer uma das
reivindicac¢des 1 a 15 ou um seu sal aceitédvel do ponto de
vista farmacéutico, ©para utilizacdo num método para
controlar pestes num sujeito animal ou humano infestado com

essa peste.

22. Utilizacdo de um composto de acordo com
qualguer uma das reivindicacdes 1 a 15 ou de um seu sal
aceitavel do ponto de vista farmacéutico, para o fabrico de
um medicamento para utilizacdo num método tal como se

definiu em qualquer uma das reivindicacdes 18 a 21.

23. Um método para controlar pestes num ambiente
agricola, doméstico ou industrial infestado com a peste,
que inclua aplicar-se ao ambiente uma quantidade eficaz de

um composto de acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes
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1 a 15, ou um seu sal aceitédvel do ponto de vista da

agricultura ou como pesticida.

Lisboa, 14 de Junhpo de 2012
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