Republica Federativa do Brasil
hitie do 7 .

(RPI 2112)

@ o Coméroin Extarior
h Py

Intitutes b

21 PI0709138-9 A2

(22) Data de Depésito: 20/03/2007
(43) Data da Publicacao: 28/06/2011

* BRPIOZ?7? 09 138A2%*%

(51) Int.CI.:
AB61K 45/06 2006.01
A61K 38/14 2006.01
A61K 31/519 2006.01
A61K 31/541 2006.01

(54) Titulo: COMBINAGAO DE DOIS OU MAIS
COMPONENTES DE UM COMPOSTO
BIOLOGICAMENTE ATIVO INTACTO, COMPOSIGAO
FARMACUETICA, PRIMEIRO COMPONENTE DE UM
COMPOSTO BIOLOGICAMENTE ATIVO INTACTO, E,
METODOS PARA PREPARAR COMPONENTES DE
BLEOMICINA E PARA AUMENTAR A ABSORGAO DE
UM COMPOSTO BIOLOGICAMENTE ATIVO INTACTO

(30) Prioridade Unionista: 28/03/2006 EP 0611847.7

(73) Titular(es): Koninklijke Philips Eletronics N.V.

(72) Inventor(es): Holger Gruell , Marc S. Robillard

(74) Procurador(es): Momsen, Leonardos & CIA.

(86) Pedido Internacional: PCT 1B2007050969 de 20/03/2007

(87) Publicacédo Internacional: wo 2007/110811de 04/10/2007

(57) Resumo: COMBINAGAO DE DOIS ©OU MAIS
COMPONENTES DE UM COMPOSTO BIOLOGICAMENTE ATIVO
INTACTO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, PRIMEIRO

COMPONENTE DE UM COMPOSTO BIOLOGICAMENTE ATIVO
INTACTO, E, METODOS PARA PREPARAR COMPONENTES DE
BLEOMICINA E PARA AUMENTAR A ABSORGAO DE UM
COMPOSTO BIOLOGICAMENTE ATIVO INTACTO. A invengéo
fornece métodos e ferramentas para a auto-montagem de
medicamentos. Isto torna possivel reduzir problemas associados com
a auséncia de seletividade, solubilidade reduzida e outras
desvantagens de medicamentos intactos.
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“COMBINACAO DE DOIS OU MAIS COMPONENTES DE UM
COMPOSTO BIOLOGICAMENTE ATIVO INTACTO, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, PRIMEIRO COMPONENTE DE UM COMPOSTO
BIOLOGICAMENTE ATIVO INTACTO, E, METODOS PARA
PREPARAR COMPONENTES DE BLEOMICINA E PARA AUMENTAR
A ABSORCAO DE UM COMPOSTO BIOLOGICAMENTE ATIVO
INTACTO”
CAMPO DA INVENCAO

A presente invenc¢do diz respeito a compostos biologicamente
ativos e metodos para a liberagdo de compostos biologicamente ativos, que
tornam possivel evitar defeitos ou efeitos toxicos do composto completo
administrando-o como componentes separados que permitem a re-montagem
in vivo. |
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A auséncia de seletividade de medicamentos sistematicamente
administrados € um problema principal. A administragdo prolongada de
concentragdes eficazes pode ser dificultada por toxicidade‘s sistémicas
limitantes de dose. Além disso, efeitos colaterais fortes em tecido ndo alvo
sdo freqiientemente observados. Portanto, muito esfor¢o foi dedicado aos
sistemas de liberagdo de medicamento que efetuam a liberacdo do

medicamento seletivamente no sitio alvo. Um conceito que foi proposto é

montar o medicamento in situ no local alvo ao invés de administrar o

medicamento sistematicamente ativo [Rideout (1986) Science, 233, 561-563;
Rideout (1994) Cancer Investigation 12, 189-202]. Neste conceito, os
componentes separados, relativamente inativos do medicamento sdo
administrados. O medicamento ativo € formado através de uma reagéo
seletiva entre os dois componentes em sitios onde ambos os componentes sdo
absorvidos. Visto que os componentes separados sdo relativamente inativos, a

toxicidade esta localizada no sitio alvo, minimizando desse modo efeitos
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colaterais limitantes de dose. Além disso, foi verificado que a agdo
bimolecular que é necessaria para um efeito biolégico pode levar a uma curva
de resposta de dose mais ingreme comparada aos efeitos bioldgicos que
surgem da agdo de uma Unica molécula. Este aumento da sensibilidade a
concentrag¢do pode levar a um aumento da janela terapéutica, produzindo um
medicamento mais eficaz com efeitos colaterais ainda menores.

Para obter uma reagdo entre os dois componentes do
medicamento em ou dentro de células alvo sem reagdes colaterais com outras
biomoléculas, uma pessoa tem que fazer uso de réag:()es quimicas muito
seletivas. Uma necessidade para a'aplicac;éo bem sucedida de uma tal reagdo
quimica é que os dois grupos funcionais participantes t€ém que ter reatividade
finamente ajustada de modo que a interferéncia com funcionalidade
coexistente seja evitada. Em condigdes ideais, os parceiros reativos seriam um
bidtico, reativo sob condigGes fisioldgicas, e reconhecem apenas um ao outro
enquanto ignorando seus ambientes celulares/fisiolégicos (bio-ortogonal). As
demandas em seletividade impostas por um ambiente biologico excluem o uso
de reagdes mais convencionais e até agora a formagéo de base de Schiff de
hidrazina-aldeido (hidrazona) foi usada com éxito para a montagem de
medicamento in situ in vitro. Compostos de carbonila (isto é, cetonas e
aldeidos) podem formar bases de Schiff reversiveis com aminas primérias
mas o equilibrio em &gua favorece o carbonila. Entretanto, os produtos de
grupos hidrazida ou aminodxi com grupos carbonila (produzindo hidrazonas e
oximas, respectivamente) sdo favorecidos em dgua e sdo muito estaveis sob
condi¢bes fisiologicas. Em um relato, decanal e octil aminoguanidina
mostraram reagir in situ a um detergente de lise celular contendo uma
hidrazona [Rideout (1994) Cancer Investigation 12, 189-202]. Também,
usando a mesma reagdo, um inibidor de proteina quinase C dicatiénico foi
montado in situ a partir de dois sais de fosfonio monocatiénico inativos

[Rotenberg et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. 88, 2490-2494; Rideout ef al.
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(1990) Biopolymers 29, 247-262]. Neste caso alguma seletividade do céncer
foi obtida porque sais de tetrafenilfosfonio monocatiénico exibem uma
absor¢do aumentada em células cancerosas comparada a células saudaveis
devido a potenciais de transmembrana mais altos.

Infelizmente a formagdo de hidrazona ou oxima na reacédo de
Schiff ndo satisfaz todas as necessidades mencionadas acima para a
montagem de medicamento in vivo. O mais importantemente, aldeidos e
cetonas ndo sdo completamente abiodticos. Biomoléculas e metabdlitos
contendo estes grupos funcionais estdo presentes dentro de células. Como um
resultado, a reagdo ndo é completamente bio-ortogonal. Também, o pH ideal
para estas rea¢des € em torno de 5 a 6, que ndo € inteiramente uma faixa
fisiologicamente relevante.

Uma desvantagem adicional do sistema de Schiff de hidrazina-
aldeido é que o produto da reag@o é uma hidrazona ou oxima. Isto significa
que o medicamento ativo montado sempre contera um tal grupo. Embora seja
possivel obter moléculas ativas contendo estas funcionalidades, os
medicamentos mais conhecidos ou moléculas semelhantes a medicamento néo
contém estes grupos. Portanto, o sistema de hidrazona/oxima ndo ¢é
diretamente apropriado para ser usado universalmente para os medicamentos
conhecidos que podem beneficiar-se de um método de montagem in situ.

Além disso, o sistema de Schiff de hidrazina-aldeido nio
facilita o alvejamento ativo de um ou ambos os componentes do
medicamento. Na melhor das hipdteses os componentes separados s@o
designados tal que eles tém uma absor¢do aumentada (passiva) no tecido alvo
(como mostrado para os medicamentos de fosfonio Rotenberg et al., 1991,
acima). Embora a coﬁjugagéo de um dos componentes por exemplo a um
peptideo de alvejamento de receptor seja possivel, este dispositivo de
alvejamento permanecera ligado ao medicamento depois da montagem de

medicamento. Embora isto nfo necessariamente exclua a aplicagdo deste
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método na montagem de medicamento alvejada in situ, ele ndo é uma opgéo
para a montagem de medicamentos ndo modificados conhecidos hoje.

A reac;ﬁo de Staudinger é uma reagdo quimica alternativa que é
biocompativel, abidtica e bio-ortogonal. Na rea¢do de Staudinger (Figura
1A)- um fosfina e uma azida interagem para produzir um aza-ilideo. Na
presenga de agua, este intermedidrio hidrolisa espontaneamente para produzir
uma amina primaria e o 6xido de fosfina correspondente [Kohn & Breinbauer
2004) Angew. Chem. Int. Ed. 43, 3106-3116]. Bertozzi e colaboradores
desenvolvera, uma nova rea¢do de ligacdo quimiosseletiva, a ligacdo de
Staudinger (Figura 1B), com base na reagdo de Staudinger classica [Saxon &
Bertozzi (2000) Science 287, 2007-2010]. Uma variante de segunda geragdo
da reagdo de ligagdo (a ligagdo de Staudinger “sem traco”) foi desenvolvida
para resultar em uma ligag@o de amida a partir de reagentes de azida e fosfina
(Figura 1C).

A ligacdo de Staudinger tem sido usada com €xito para
numerosas aplicagdes, tais como ligagdo de peptideo, sintese de lactama,
bioconjugados, rotulagem intracelular, engenharia celular metabdlica e micro
arranjos. A ligagdo de Staudinger foi mostrada ser eficaz mesmo in vivo
(ratos) e os derivados de azida e fosfina provaram ser ndo toxicos in vitro e in
vivo [Prescher et al. (2004) Nature, 430, 873-877]. A liberagdo alvejada de
pré6 medicamentos foi sugerida por JC Florent of Institut Curie. De acordo
com este conceito, um anticorpo monoclonal que porta uma (ou mais)
fungio(des) azida € administrado ao paciente. Em uma segunda etapa, um pré
medicamento ndo téxico que porta um grupo trifenilfosfina é administrado. E
considerado que quando o pré6 medicamento alcangaria o anticorpo
localmente ligado no corpo, uma reag@o de Staudinger ocorreria entre as duas
fungdes, com redugdo do grupo azido em uma amina e subseqiiente liberagdo
do medicamento [para outros detalhes ver

http://www.curie.fr/upload/recherche/unites/unit_43/umrl76cnrs_ic_2001_gb.
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pdf, pagina 2]. Entretanto, devido a instabilidade do pr6 medicamento em
meio de cultura celular, este conceito nunca foi realizado.

A utilidade geral da ligagdo de Staudinger para a montagem in
vivo dos componentes do medicamento permaneceu inexplorada.
SUMARIO DA INVENCAO

E um objetivo da presente invengdo fornecer compostos
biologicamente ativos alternativos ou melhorados, tais como medicamentos
ou pré6 medicamentos, e métodos para a liberagdo de compostos
biologicamente ativos. Uma vantagem da presente invengdo € que torna
possivel evitar defeitos ou efeitos toxicos do composto biologicamente ativo
intacto, enquanto mantendo o efeito desejado do composto biologicamente
ativo intacto in situ. Isto é obtido administrando-se o composto
biologicamente ativo como componentes separados que garantem (re-)
montagem in vivo do composto biologicamente ativo.

| Um primeiro aspecto da invencdo assim fornece uma

combinag¢ido de dois ou mais componentes de um composto biologicamente
ativo intacto, por meio do qual estes componentes ndo tém essencialmente
nenhuma atividade biologica, e em que estes componentes sdo
funcionalizados com grupos funcionais compativeis da ligagdo de Staudinger,
de modo a resultar, em contato um com o outro, na (re-) montagem do
composto biologicamente ativo ou um composto biologicamente ativo tendo
essencialmente a mesma atividade do composto biologicamente ativo intacto.

De acordo com uma forma de realizagdo particular a
combina¢do compreende dois componentes de um composto biologicamente
ativo.

De acordo com uma outra forma de realizagdo particular da
invengdo, pelo menos um dos componentes da combinagdo de dois ou mais
componentes ¢ alvejado, de modo a garantir a remontagem dos componentes

no sitio alvo desejado. Os componentes alvo podem ser inerentemente
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alvejados. Adicional ou alternativamente, eles podem compreender uma
por¢do de alvejamento que garante o alvejamento do composto a um sitio alvo
desejado dentro do corpo.

De acordo com uma outra forma de realiza¢do particular da
inven¢do, pelo menos um dos componentes da combinagdo de dois ou mais
componentes € fornecido com um rétulo detectavel, de modo a permitir o
rastreamento do componente. |

Uma forma de realizagdo particular da invencdo fornece uma
combina¢do de componentes de um composto biologicamente ativo intacto de
acordo com a presente invengdo, em que o composto biologicamente ativo
tem um grupo amida, e a re-montagem dos componentes resulta na geragdo
deste grupo amida.

A combinagdio de componentes de um composto
biologicamente ativo de acordo com a presente invengdo, € intencionada para
a administracdo separada dos componentes, de modo a garantir a (re-)
montagem dos componentes in vivo. Entretanto € considerado que os
componentes da combinagdo da invencdo podem ser fornecidos como
composi¢des farmacéuticas separadas, todas em mistura com um carreador ou
excipiente farmaceuticamente aceitdveis, ou como uma composi¢do
farmacéutica, contanto que os compostos sejam fisicamente separados um do
outro. |

A presente inveng@o fornece combinagdes de componentes de
compostos biologicamente ativos que sdo funcionalizados de modo a (re-)
montar em um composto biologicamente ativo intacto ou um composto tendo
essencialmente a mesma atividade como o composto biologicamente ativo
com base na ligagdo de Staudinger sem trago e ndo sem trago.

Mais particularmente, a presente invengdo fornece
combinagGes de pelo menos dois componentes de um composto

biologicamente ativo intacto, em que os grupos funcionais fornecidos nos
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componentes representam um numero igual de grupos funcionais
selecionados de (a) e (b); em que (a) é um grupo triarilfosfina que é orto-
substituido com um grupo alquiloxicarbonila, por meio do qual o componente
é ligado ao triarilfosfina em uma das posi¢gdes remanescentes de um dos
grupos arila através de uma ligagdo ndo reativa ou, um grupo triarilfosfina,
por meio do qual o componente ¢ ligado em um tal modo que o triarilfosfina €
orto-substituido com o componente através de uma ligagdo carboniléxi (-CO-
O-) ou carboniltio (-CO-S-); e em que (b) € um grupo azida.

Em uma outra forma de realizagdo particular, pelo menos um
dos componentes que portam fosfina na combinagdo da invengdo € alvejado
por via de uma por¢do de alvejamento, que € ligada a um grupo arila do
triarilfosfina.

De acordo com uma forma de realizagdo alternativa, pelo
menos um componente que porta fosfina na combinagdo da invencdo
compreende um grupo triarilfosfina que € orto-substituido com um grupo
alquiloxicarbonila, e compreende a por¢do de alvejamento ligada ao alquila
do grupo alquiloxicarbonila.

O fornecimento de um composto biologicamente ativo como
uma combina¢do de componentes ao invés do composto biologicamente ativo
intacto torna possivel evitar certas desvantagens do composto biologicamente
ativo intacto. Assim, de acordo com uma forma de realizacdo, a solubilidade
dos componentes da combina¢do da invengdo € melhorada comparada a
solubilidade do composto biologicamente ativo intacto correspondente.

Mais particularmente, a solubilidade do componente que porta
fosfina da combinagdo da presente invengdo pode ser aumentada por
modifica¢do do fosfina.

Adicional ou alterriativamente, a estabilidade e/ou toxicidade
dos componentes da combinagdo da invengdo sdo melhoradas comparada a

solubilidade do composto biologicamente ativo intacto correspondente.
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Uma forma de realizagdo especifica da presente invengdo diz
respeito a uma combinagido de componentes do medicamento metotrexato, em
que os componentes correspondem as partes da molécula de metotrexato em
cada lado do grupo amida.

Uma outra forma de realizagdo especifica da invengdo diz
respeito a uma combinac¢do de componentes do medicamento bleomicina,
mais particularmente uma combinagdo de um primeiro e um segundo
componente, em que o primeiro componente corresponde ao dominio de
ligagdo de metal de bleomicina e em que o segundo componente corresponde
ao dominio de ligagcdo de DNA de bleomicina.

Em um outro aspecto, a presente invengdo fornece
composi¢des farmacéuticas, compreendendo um carreador farmacéutico ou
excipiente em mistura com um componente de um composto biologicamente
ativo intacto de acordo com a presente invengdo, que é um componente nao
tendo substancialmente nenhuma atividade bioldgica e funcionalizado com
um grupo que é reativo em uma ligagdo de Staudinger.

Ainda em um outro aspecto, a invengdo fornece um primeiro
componente de um composto biologicamente ativo intacto, ndo tendo
substancialmente nenhuma atividade bioldgica e caracterizado ainda em que
ele € funcionalizado com um grupo que é reativo em uma ligacdo de
Staudinger, tal que o contato com um segundo componente resulta em (re-)
montagem do composto biologicamente ativo intacto ou um composto tendo
essencialmente a mesma atividade como o composto biologicamente ativo
intacto e por meio do qual os componentes sdo caracterizados ainda em que
eles compreendem uma por¢do de alvejamento.

Ainda um outro aspecto da inveng¢do fornece um método para
preparar componentes de um composto biologicamente ativo de acordo com a
presente inven¢do. Formas de realizagdo especificas deste aspecto da

invengdo dizem respeito a um método para preparar componentes de
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bleomicina, componentes estes que sdo capazes de re-montagem na
bleomicina intacta em contato entre si. Os métodos compreendem as etapas
seguintes: (a) fornecer o dominio de ligagdo de metal de bleomicina; (b)
fornecer o dominio de ligagdo de DNA de bleomicina; e (c) fornecer, em cada
um destes dominios de bleomicina, na posigdo que liga estes dominios no
medicamento intacto, os grupos funcionais respectivos capazes de interagir
em uma ligagdo de Staudinger;

Ainda um outro aspecto da presente inven¢do diz respeito a
métodos para aumentar a absor¢do de um composto biologicamente ativo
intacto, compreendendo as eiépas dé: (é) fornecer dois componentes do
composto biologicamente ativo intacto, que quando re-montados resultam no
composto biologicamente ativo intacto ou um composto tendo essencialmente
a mesma atividade como o composto biologicamente ativo intacto; e .(b)
fornecer cada um destes componentes com um triarilfosfina ou um grupo
funcional em azida capaz de reagirem juntos na ligacdo de Staudinger, para
permitir a (re-) montagem do composto biologicamente ativo (intacto); O
mais particularmente, o componente mais hidrofébico dos dois componentes é
modificado com um grupo triarilfosfina. Opcionalmente, o grupo triarilfosfina
¢ modificado ainda por um grupo adicional que aumenta a solubilidade em
agua do componente.

Ainda em um outro aspecto, a presente invengdo fornece
métodos de tratamento de doengas que sdo suscetiveis ao tratamento com um
composto biologicamente ativo intacto, meétodo este que compreende
administrar ao paciente que sofre de uma tal doenga, uma combinagdo dos
componentes do composto biologicamente ativo intacto, de acordo com a
presente invengao.

A presente invengdo evita as limitacdes acima mencionadas
das reagdes de Schiff correntemente usadas e amplia o escopo do método de

montagem de medicamento usando-se a ligacdo de Staudinger bio-ortogonal
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seletiva. Os parceiros de reagdo da ligagdo de Staudinger, um fosfina e uma
azida orgénica, sdo completamente abidticos, essencialmente ndo reativos
para biomoléculas dentro de ou nas superficies de células, e reagem em
condicdes fisiologicas. Além disso, esta reagdo € a unica reagdo de ligacdo
que provou utilidade em um ambiente celular e em ratos.

A auto-montagem dos compostos usando a ligagdo de
Staudinger, por exemplo, a montagem in vivo de compostos biologicamente

ativos ou compostos que podem ser ativados em compostos biologicamente

‘ativos, tem varias vantagens comparadas as outras reagdes bio-ortogonais

supostas: 1) ela € uma reagio verdadeiramente bio-ortogonal e biocompativel
que também pode ser usada dentro de células, 2) a ligagdo sem trago permite
que a montagem sem traco de compostos biologicamente ativos contendo
amida conhecidos, 3) a ligagdo sem trago permite o alvejamento sem trago de
um dos componentes aumentando a efetividade do composto biologicamente
ativo e diminuindo o dano ao tecido saudavel. Em outras palavras, o grau de
inclinagdo da curva de resposta de dose (e portanto a janela terapéutica) pode
ser aumentado ainda comparado aos dois sistemas de componente com base
no sistema de Schiff de hidrazina-aldeido conhecido atualmente.

~ As caracteristicas, aspetos e vantagens acima e outros da
presente invengdo tornar-se-do evidentes a partir da seguinte descrigdo
detalhada, tomada em combinagdo com os desenhos anexos, que ilustram, por
via de exemplo, os principios da inven¢do. Esta descricdo ¢ dada visando
exemplo apenas, sem limitar o escopo da invengdo. As Figuras de referéncia
cotadas abaixo referem-se aos desenhos anexos.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra uma representagdo esquematica da reagéo

de Staudinger (A), da ligagdo de Staudinger (B) e da ligagdo de Staudinger
sem trago (C).

A Figura 2 mostra uma representagdo esquematica da reagdo
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de dois componentes de um composto biologicamente ativo funcionalizado
com um fosfina e uma azida de acordo com uma forma de realizagdo da
presente inveng&o.

A Figura 3 mostra a ligagdo de Staudinger ndo sem traco.

A Figura 4 mostra, de acordo com uma forma de realizagdo
particular da invengdo, a reacdo do dominio de ligagio de DNA
funcionalizado de bleomicina com o dominio de ligagdo de metal
funcionalizado de bleomicina de acordo com uma forma de realizacdo da
presente invengao. | | _ |

A Figura 5 mostra, de acordo com uma forma de realizagdo
particular da invengdo, a rea¢do dos componentes funcionalizados de
metotrexato de acordo com uma forma de realiza¢do da presente invengdo.

Figura 6 O dispositivo de alvejamento que pode ser usado em
combinagdo com muitos medicamentos anticancer é mostrado na figura 6.

A Figura 7 mostra, de acordo com uma forma de realizagio
particular da inveng¢do, a reagdo de componentes funcionalizados de
Piroxicam de acordo com uma forma de realiza¢do da presente invengao.

A Figura 8 ilustra a formagao de Pteridina fosfina.
DESCRICAO DETALHADA DAS FORMAS DE REALIZACAO
PREFERIDAS

A presente invengdo sera descrita com respeito as formas de
realizag@o particulares e com referéncia a certos desenhos mas a inveng¢do néo
¢ limitada a estes mas apenas pelas reivindicagdes. Quaisquer sinais de
referéncia nas reivindicagdes ndo devem ser interpretados como limitando o
escopo. Os desenhos descritos sdo apenas esquematicos € ndo sdo limitantes.
Nos desenhos, o tamanho de alguns dos elementos pode ser exagerado e nédo
desenhados em escala para propositos ilustrativos. Onde o termo
“compreendendo” ¢ usado na presente descri¢do e reivindicagdes, ele ndo

exclui outros elementos ou etapas. Onde um artigo indefinido ou definido ¢
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usado quando referindo-se a um nome singular por exemplo, “um/uma”,

[13 b2

o/a”, este inclui um plural deste nome a menos que outra coisa seja
especificamente estabelecida.

Além disso, os termos primeiro, segundo, terceiro e
semelhantes na descri¢do e nas reivindicagdes, sio usados para distinguir
entre elementos similares e ndo necessariamente para descrever uma ordem
seqiiencial ou cronolédgica. Deve ser entendido que os temos assim usados sdo
permutével sob circunstincias apropriadas e que as formas de realizagéo da
invengdo descritas aqui s3o capazes de operagdo em outras seqiiéncias em
comparagdo as descritas ou ilustradas aqui.'

Os termos ou defini¢gdes usados aqui sdo fornecidos somente
para ajudar no entendimento da invengdo.

A presente invencdo apresenta novas aplicagdes da ligacdo de
Staudinger, mais particularmente no contexto de liberagdo do medicamento.
A “ligagdo de Staudinger” como referido no presente pedido refere-se a uma
modificacdo da reagdo de Staudinger, resultando na ligagdo de duas
moléculas. Na “reacdo de Staudinger”, uma reacdo ocorre entre um fosfina e
um azida para produzir um aza-ilideo (Fig. 1A). Na presenca de agua, este
intermedidrio hidrolisa espontaneamente para produzir uma amina primaria e
o oOxido de fosfina correspondente. O fosfina e a azida reagem entre si
facilmente em agua na temperatura ambiente.

Na ligagdo de Staudinger, a reagdo de Staudinger foi
modificada para evitar a hidrélise do intermediario de aza-ilideo. Isto pode ser
obtido usando em dois métodos gerais. Em um primeiro método, um fosfina
que porta um armadilha eletrofilica, por exemplo, éster metilico, foi
designado que permite o rearranjo intramolecular do intermediario de aza-
ilideo nucleofilico instavel em um aduto estavel antes que tenha possibilidade
de hidrolise. Assim, neste método a ligagdo de Staudinger procede por reacdo

deste triarilfosfina modificado e bioconjugado com um conjugado azida,
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depois que a ciclizagdo intramolecular fornegca uma ligagdo de amida e 6xido
de fosfina. Esta ligagdo é referida como a ligagdo de Staudinger “ndo sem
trago” (Fig. 1B), visto que o produto de ligagdo contém um residuo de 6xido
de trifenilfosfina anexo.

Uma ligagdo de Staudinger “sem trago” foi desenvolvida para
gerar uma ligagdo de amida simples a partir dos reagentes de azida e fosfina
(Figura 1C). Esta reagdo utiliza fosfinas que portam um grupo acila
transferivel. A reagdo com azidas gera, depois do rearranjo do aza-ilideo
intermediario e da hidrdlise, o produto ligado a amida e um 6xido de fosfina:
liberado.

O uso da ligacdo de Staudinger tanto “ndo sem trago” quanto
“sem trago” é considerado dentro do contexto da presente invengao.

O termo “composto biologicamente ativo” como usado aqui no
geral refere-se a uma molécula com atividade biologica potencial quando
administrado a um paciente. Assim ele inclui todos os medicamentos,
compostos farmacéuticos, enzimas terapéuticas e proteinas, etc. Incluidos
dentro do escopo deste termo estdo ambos os compostos que sdo ativos por si,
assim como compostos que sdo ativados em contato com moléculas
especificas no corpo, por exemplo, ativagdo por enzimas endogenas.

O termo “componente de um composto biologicamente ativo”
ou “componente BAC” como usado na presente invengdo diz respeito a uma
parte de um composto biologicamente ativo, que € critica a sua atividade, mas
por si s6 ndo € biologicamente ativa. Um componente de um composto
biologicamente ativo € assim por defini¢do apenas uma fragdo do composto
biologicamente ativo intacto e ndo compreende o composto biologicamente
ativo completo ou intacto. A (re-) montagem dos componentes de um
composto biologicamente ativo de acordo com a presente invengdo pode
resultar em um composto que € idéntico com o composto biologicamente

ativo intacto ou que tem essencialmente a mesma atividade como o composto
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biologicamente ativo intacto.

Como usado aqui o termo “intacto” quando referindo-se a um
composto biologicamente ativo € usado para referir-se ao composto
biologicamente ativo como originalmente desenvolvido e, onde aplicavel,
comercializado.

Os termos “funcionaliza¢do” e “funcionalizado” como usado
aqui referem-se a adi¢@o ou presenga de um grupo funcional, que no contexto
da presente invengdo referem-se aos grupos funcionais que interagem na
ligagdo de Staudinger nZo sem trago ou sem traco. Embora formas de
realizagdo especificas sejam descritas aqui, no geral os componentes do
composto biologicamente ativo que porta um grupo funcional em fosfina ou
azida serdo referidos como o ‘componente que porta fosfina’ e o ‘componente
que porta azida’, respectivamente. Como as ligagdes sempre requerem pelo
menos um par de componentes, estes no geral também serdo referidos como o
‘primeiro’ e o ‘segundo’ componente, respectivamente, dentro de um tal par,
ndo obstante que mais do que um componente que porta fosfina e mais do que
um componente que porta azida pode ser considerado.

Os termos “atividade farmacéutica reduzida” ou
“substancialmente biologicamente inativo” como usado aqui para referir-se a
um componente de um composto biologicamente ativo, indicam uma
atividade ou efeito terapéutico que, como determinado por intermédio de
ensaios padréo, é reduzido ou negligivel comparada com a atividade ou efeito
terapéutico do composto biologicamente ativo intacto. A atividade reduzida
de um componente BAC pode ser uma atividade que ¢ menos do que 5 %,
menos do que 1 %, menos do que 0,1 % ou até menos do que 0,01 % da
atividade do composto biologicamente ativo intacto. O termo “essencialmente
a mesma atividade como o composto biologicamente ativo intacto”, quando
referindo-se ao composto obtido in vivo depois da (re-) montagem dos

componentes da invengdo, refere-se ao fato de que a atividade farmacologica
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ou bioldgica do dito composto biologicamente ativo depois da (re-) montagem
é pelo menos 70 %, mais particularmente pelo menos 80 %, mesmo mais
particularmente pelo menos 90 %, o mais particularmente entre 95 a 100 %
comparado ao composto biologicamente ativo intacto.

O termo “carreador ou excipiente farmaceuticamente
aceitaveis” como usado aqui em relacdo as composi¢des farmacéuticas
significa qualquer material ou substdncia com a qual os componentes da
presente invengdo, podem ser formulados de modo a facilitar sua aplicagdo ou
disseminagdo ao loco a ser tratado, por exemplo por dissolugdo, dispersdo ou
difusdo do dito componente e/ou a facilitar seu armazenamento, transporte ou
manejo sem prejudicar sua capacidade para re-montar em um composto
biologicamente ativo. O carreador farmaceuticamente aceitavel pode ser um
sélido ou um liquido ou um gas que foi comprimido para formar um liquido,
isto €, as composi¢des desta inven¢do podem adequadamente ser usadas como
concentrados, emulsdes, solugdes, granulados, poeiras, pulverizagdes,
aerossois, pelotas ou pos. Carreadores farmacéuticos adequados para o uso
nas ditas composi¢des farmacéuticas e suas formulagdo sdo bem conhecidos
aqueles habilitados na técnica.

Em um aspecto, a presente invengdo ¢ fundamentada no
conceito de que a administragdo de um composto biologicamente ativo na
forma de componentes substancialmente inativos deste pode ter varias
vantagens, tais como efeitos colaterais reduzidos, absor¢do melhorada,
toxicidade sistémica reduzida etc. Além disso, a presente invengdo determina
que pelo uso da ligagdo de Staudinger para recombinar os componentes BAC
in vivo, a re-montagem eficiente dos componentes in vivo pode ser garantida.
Finalmente, a presente invengdo determina que pelo uso da ligacdo de
Staudinger sem trago, um alvejamento sem trago também pode ser garantido.
Em geral, a natureza do composto biologicamente ativo considerado dentro

do contexto do presente pedido ndo € critica. Assim, compostos
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biologicamente ativos adequados para o uso no contexto da presente inven¢do
incluem mas ndo sdo limitados a agentes antiproliferativos/anti-tumor,
antibidticos, agentes anti-inflamatérios, agentes anti-virais, agentes anti-
hipertensivos, e agentes quimiossensibilizantes. Ndo obstante, ¢ considerado
que com base na estrutura e relagdo estrutura-atividade, alguns compostos
biologicamente ativos podem ser mais facilmente acessiveis a presente
invengd@o do que outros. Isto é descrito mais em detalhe abaixo.

De acordo com um primeiro aspecto da presente invencio,
componentes substancialmente inativos de um composto biologicamente ativo
sdo fornecidos que s3o funcionalizados, de modo a serem capazes de (re-)
montar no composto biologicamente ativo intacto ou um composto tendo
essencialmente a mesma atividade como o composto biologicamente ativo
intacto.

Os componentes substancialmente inativos de um composto
biologicamente ativo sdo obtidos por sintese direta dos componentes ou por
dissolugdo de um composto biologicamente ativo intacto em componentes. A
selegdo da natureza dos componentes € primeiramente determinada pela
necessidade de que todos os componentes do composto biologicamente ativo
sdo substancialmente inativos e/ou que os componentes sdo tais que eles nio
apresentam (ou podem ser modificados para evitar) as desvantagens inerentes
do composto biologicamente ativo intacto. Além disso, a selecdo da natureza
dos componentes sera influenciada por parametros diferentes incluindo, mas
ndo limitados, a acessibilidade a funcionalizagdo de acordo com a invengdo,
tamanho e estabilidade dos componentes, solubilidade e a capacidade para
fixar outras porgdes, tais como porcdes de alvejamento (ver abaixo) etc. De
acordo com uma forma de realizag@o particular a presente invengdo fornece o
uso de dois componentes de um composto biologicamente ativo, por meio do
qual na (re-) montagem dos dois componentes o composto biologicamente

ativo intacto ou um composto tendo essencialmente a mesma atividade como
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o composto biologicamente ativo intacto € obtido. Alternativamente, o uso de
mais do que dois componentes pode ser considerado (por exemplo, 3 ou 4),
contanto que sua (re-) montagem apropriada no composto biologicamente
ativo intacto ou um composto tendo essencialmente a mesma atividade como
o composto biologicamente ativo intacto possa ser garantida. De modo a obter
isto, a presente inven¢do determina que os componentes sdo fornecidos com
(um mesmo numero de) grupos funcionais capazes de interagir na ligagdo de
Staudinger, na (naquelas) posig¢do(des) ligando os componentes respectivos
no composto biologicamente ativo intacto.

Como detalhado abaixo, uma forma de realizagdo da presente
invengdo fornece componentes de um composto biologicamente ativo cujo
composto, em sua forma intacta, compreende uma liga¢do amida.
Componentes deste composto podem ser gerados, tal que, na (re-) montagem,
a ligagdo amida que resulta da ligacdo corresponde a ligacdo amida no
composto biologicamente ativo intacto. Os componentes depois sdo
modificados para compreender por exemplo, um grupo triarilfosfina € um
grupo azida, respectivamente, para permitir uma ligacdo sem trago entre os
componentes. |

De acordo com uma forma de realizagdo da presente invengao
os componentes de um composto biologicamente ativo sdo substancialmente
inativos, mesmo antes de sua funcionaliza¢do. Em uma outra forma de
realizagdo, os componentes do composto biologicamente ativo tornam-se
substancialmente inativos como um resultado de sua funcionalizag3o.

A presente invengdo leva em consideragdo a montagem dos
componentes de um composto biologicamente ativo com base na ligagdo de
Staudinger ndo sem trago ou sem tragco. Dependendo do tipo de ligagdo
considerada, a natureza do grupo fosfina que € usado para funcionalizar o
primeiro componente que interage com o grupo azida do segundo componente

variard. Mais especificamente, para a ligagdo de Staudinger ndo sem trago, o
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primeiro componente é fornecido com um grupo triarilfosfina, que € orto-
substituido com um grupo alquiloxicarbonila (ver também a Figura 1B). O
primeiro componente do composto biologicamente ativo ¢ ligado ao
triarilfosfina em uma das posigdes remanescentes de um dos grupos arila
através de uma ligacdo ndo reativa. Para a ligacdo sem trago, o primeiro
componente ¢ fornecido com um grupo triarilfosfina em um tal modo
resultando -em um triarilfosfina que € orto-substituido com o primeiro
componente da molécula biologicamente ativa através de uma ligac¢do
carboniléxi (-CO-O-) ou carboniltio (-CO-S-) (ver também a Figura 1C).
Mais particularmente, em ambas as formas de realizag3o, o triarilfosfina é um
grupo trifenilfosfina, que € opcionalmente substituido. Conseqiientemente,
dependendo da ligagdo considerada, o composto biologicamente ativo intacto
compreenderd, depois da (re-) montagem com base nestas liga¢Ges, uma
ligagdo amida conjugada ao 6xido de triarilfosfina (ligagdo de Staudinger nio
sem trago) ou uma liga¢do amida (ligacdo de Staudinger sem trago).

A escolha da ligagdo que é confiada, sera determinada em
parte pela natureza do composto biologicamente ativo intacto. Por exemplo,
para aqueles compostos farmacoldgicos que sdo conhecidos compreender uma
ligagdo amida, ou onde € conhecido que a presenga de uma ligacdo amida ndo
afeta substancialmente sua atividade (isto é, resulta em um composto tendo
essencialmente a mesma atividade como o composto biologicamente ativo
intacto), a ligag8o de Staudinger sem tragco sera preferencialmente confiada.
Conseqlientemente, uma forma de realizagdo particular da invengdo diz
respeito ao fornecimento de componentes substancialmente inativos de um
composto biologicamente ativo que naturalmente contém uma ligagdo amida,
por meio da qual os componentes sdo funcionalizados com um grupo fosfina
que porta um grupo acila transferivel e uma azida, respectivamente. De
acordo com esta forma de realizagdo a re-montagem dos componentes do

composto biologicamente ativo resultard em um composto farmacolégico ou
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um composto farmacoldgico essencialmente intacto que € idéntico ou quase
idéntico ao composto farmacolégico intacto. Uma lista ndo completa de
compostos farmacéuticos com ligagcdes amida compreende (poli)peptideos
bio-ativos, por exemplo, hormdnios de peptideo € enzimas, ligadores de
receptor, e medicamentos derivados de compostos semelhantes a aminoécido,
oligonucleotideos, carboidratos, mas também certas classes de compostos
inorgénicos tais como polimeros de condensagéo, por exemplo, o microbicida
SAMMA. O uso de componentes funcionalizados de bleomicina e
metotrexato de acordo com a presente invengdo é explicado na se¢do de
exemplos.

Uma forma de realiza¢do do conceito geral do uso da ligagdo
de Staudinger sem traco em montagem de compostos biologicamente ativos
de acordo com a invengdo € ilustrada na Figura 2. Um composto
biologicamente ativo tal como um medicamento contendo uma liga¢do amida
¢ dividido em dois componentes (A e B) correspondendo aos residuos em
ambos os lados da funcionalidade amida do medicamento original. O
Componente A ¢é funcionalizado com a sonda de fosfina de Staudinger sem
tragco e o Componente B € funcionalizado com uma azida. Quando ambos os
componentes encontram-se in vivo a ligagdo sem trago resultante entre estes
dois componentes fornece o medicamento contendo amida intacto.

De acordo com uma outra forma de realizagdo a invengdo
fornece componentes substancialmente inativos de um composto
biologicamente ativo que naturalmente contém uma liga¢do amida conjugada
a um oOxido de fosfina, ou um composto biologicamente ativo para que a
presenca de uma ligagdo amida conjugado a um oOxido de fosfina seja
conhecida (ou fosse determinada) ndo para afetar significantemente a
atividade bioldgica ou terapéutica do composto biologicamente ativo, por
exemplo, resultando em um composto biologicamente ativo tendo

essencialmente a mesma atividade biolégica como o composto
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biologicamente ativo intacto. De acordo com esta forma de realiza¢do a
inven¢do fornece componentes substancialmente inativos de um composto
biologicamente ativo por meio do qual o primeiro componente €
funcionalizado com um triarilfosfina através de uma ligacdo éster ou tioéster
na posigdo orto no arila em relag@o a substéncia fosforescente (sem trago), ou
através de uma ligacdo ndo reativa em um arila do triarilfosfina que € orto
substituido com um alquiloxicarbonila ou alquiltiocarbonila (ndo sem trago) e
o segundo componente € funcionalizado com uma azida.

De acordo com uma forma de realizag@o particular, um ou
mais dos componentes funcionalizados do composto biologicamente ativo da
presente inveng¢do podem ser um componente alvejado. Mais especificamente,
o componente pode ser inerentemente alvejado com base em sua absor¢do ou
distribui¢@o seletivas em um ou mais 6rgdos especificos, opcionalmente em
combinagdo com vias especificas de administragdo.

Alternativamente, componentes funcionalizados do composto
biologicamente ativo que nfo t€m por si uma distribui¢do ou afinidade
especificas podem ser alvejados pela ligagdo de uma porgdo de alvejamento.
Porgdes de alvejamento diferentes sdo consideradas dentro do contexto da
presente invengdo para garantir o alvejamento de um ou mais componentes do
composto biologicamente ativo a um tecido ou 6rgéo de interesse. Exemplos
incluem, mas ndo sdo limitados a anticorpos ou fragmentos de anticorpo (tais
como, mas nio limitados a Fab,, Fab, scFV), ou outros compostos que sdo
capazes de especificamente ligar-se a ou s@o especificamente absorvidos por
células, tecidos ou Orgdos especificos, tais como, mas ndo limitados a
octreotido e derivados, VIP, MSH, LHRH, peptideos quimiotaticos,
bombesina, elastina, miméticos de peptideo, carboidratos, monossacarideos,
polissacarideos, virus, medicamentos, agentes quimioterapéuticos, ligandos de
receptor, agonistas e antagonistas, citocinas, hormoénios, esteréides. Exemplos

de compostos orginicos adequados como porgées de alvejamento
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consideradas dentro do contexto da presente inven¢do sdo, ou sdo derivados
de, estrogénios, por exemplo, estradiol, androgénios, progestinas,
corticosterdides, paclitaxel, etoposido, doxorrubricina, metotrexato, acido
félico, e colesterol.

De acordo com uma forma de realizagdo particular da presente
invengdo, a por¢do de alvejamento é capaz de especificamente ligar-se a um

receptor tal como o ligando do receptor ou uma parte deste que ainda liga-se

ao receptor, por exemplo, um peptideo de ligagdo de receptor no caso de

ligandos de proteina de ligagdo de receptor.

Outros exémplos de por¢des de alvejamento de natureza de
proteina incluem interferons, por exemplo, interferon alfa, beta, e gama,
interleucinas, e fator de crescimento de proteina, tal como fator de
crescimento de tumor, por exemplo, fator de crescimento tumor alfa, beta,
fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), proteina de alvejamento
WPAR, apolipoproteina, LDL, anexina V, endostatina, e angiostatina.

Exemplos alternativos de por¢des de alvejamento incluem
DNA, RNA, PNA e LNA que, por natureza de sua seqiiéncia ou parte desta
sdo capazes de especificamente hibridizar a um nucleotideo alvo.

De acordo com uma forma de realizagdo particular da
invengdo, por¢des primdrias lipofilicas pequenas séo usadas que podem ligar-
se a um alvo intracelular.

De acordo com a presente invencao, a por¢do de alvejamento é
ligada a um ou mais dos componentes do composto biologicamente ativo de
modo a garantir a liberagdo alvejada deste na administragdo ao corpo. O
alvejamento de apenas um dos componentes € suficiente, por meio do qual o
componente de medicamento compreendendo azida ou no componente
compreendendo fosfina pode ser alvejado. Em certas formas de realizagdo
uma porg¢do de alvejamento é fornecida tanto no componente compreendendo

azida quanto no compreendendo fosfina do composto biologicamente ativo.
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De acordo com uma primeira forma de realizagdo, a porg¢éo de
alvejamento é ligada através de um grupo funcional no componente do
composto biologicamente ativo por si s6. Usando este método a presenca da
por¢do de alvejamento no componente ndo € afetada pela remontagem do
composto biologicamente ativo, e a por¢do de alvejamento assim permanece
ligada ao composto biologicamente ativo depois da re-montagem. No entanto,
a por¢do de alvejamento pode ser parcial ou completamente removida por
outros fatores, tais como o metabolismo da célula.

De acordo com uma outra forma de realiza¢do, a por¢do de
alvejamento € fornecida no grupo triarilfosfina do componente
compreendendo fosfina do composto biologicamente ativo na ligagdo de
Staudinger sem trago (‘T° na Figura 2). Mais particularmente, a por¢do de
alvejamento pode ser ligada a um dos grupos fenila de trifenilfosfina. Usando
este método, a por¢do de alvejamento serd liberada do composto
biologicamente ativo re-montado quando a ligag@o de Staudinger ocorre entre
os dois componentes.

Na ligacdo de Staudinger ndo sem trago, a por¢do de
alvejamento pode alternativamente ser fornecida no grupo alquila do grupo
alquiloxicarbonila envolvido na ligacdo de Staudinger. Nesta forma de
realizagdo, a porcdo de alvejamento também ndo estd mais presente no
composto biologicamente ativo na re-montagem dos componentes (Figura 3).

De acordo com um outro aspecto da invengdo componentes
funcionalizados de um composto biologicamente ativo s@o todos fornecidos
individual e separadamente, cada um opcionalmente em mistura com um
carreador ou recipiente farmacéuticos aceitiveis. Os componentes
funcionalizados podem ser fornecidos como um kit de partes para a
administragdo combinada, seqiiencial ou consecutiva ao corpo humano ou
animal. Tipicamente os componentes da presente invengdo serdo fornecidos

como uma combinacdo de dois ou mais componentes de um composto
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biologicamente ativo. Diferentes tipos de empacotamento ou formulag¢io sio
considerados, contanto que o dito empacotamento ou formulagdo impe¢am o
contato dos componentes individuais entre si antes da administragéo.

A administragdo dos diferentes componentes de um composto
biologicamente ativo pode ser por intermédio das mesmas vias ou diferentes.
As vias diferentes de administragdo para os componentes do composto
biologicamente ativo considerado dentro do contexto da presente invengdo
incluem, mas ndo sfo limitadas & administragdo oral, administragdo topica
(membrana mucosa, pele), injecdo (tal como intravenosa, subcutanea,
intramuscular, intraperitoneal, intra-mamadria), respiratoria (inalag3o,
intranasal, intratraqueal), ou administragdo retal.

Conseqiientemente, um outro aspecto da inveng¢do diz respeito
a um método de tratamento, que compreende administrar a um paciente dois
ou mais componentes de um composto biologicamente ativo em que os
componentes do composto biologicamente ativo sdo funcionalizados para
garantir a re-montagem do composto biologicamente ativo com base em uma
ligacdo de Staudinger.

Regimes de administragdo diferentes sdo considerados

otimizar a eficiéncia da re-montagem do composto biologicamente ativo

depois da administragdo de cada um dos componentes. O mais

particularmente, se um dos componentes funcionalizados for alvejado
(inerentemente ou por via de uma porcdo de alvejamento) ao 6rgdo ou tecido
desejados, esta por¢do pode ser administrada antes da administragdo do
componente funcionalizado que ndo € ou menos alvejado a este 6rgdo ou
tecido desejados.

Assim, de acordo com uma forma de realizagdo, o método de
administrag@o no geral compreende duas etapas:

- uma primeira etapa em que o componente funcionalizado do

composto biologicamente ativo tendo a maior especificidade alvo ¢é
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administrado ao corpo.

- uma segunda etapa em que o(s) outro(s) componente(s)
funcionalizado(s) do composto biologicamente ativo é(sdo) administrado(s).

Opcionalmente, um periodo de tempo € considerado entre a
etapa 1 e etapa 2 para permitir que o primeiro componente do composto
biologicamente ativo atinja seu alvo e/ou para permitir a liberagdo do
componente remanescente.

De acordo com a presente invencdo, a re-montagem do
composto biologicamente ativo ocorrera apenas naqueles lugares onde ambos
os componentes funcionalizados complementares satisfazem um ao outro.

Diferentes variantes e modifica¢gdes dos componentes descritos
acima e processo de administragdo podem ser considerados. Por exemplo, um
ou ambos (ou mais) componentes do composto biologicamente ativo podem
ser modificados ainda com um rétulo detectavel para permitir o rastreamento
da distribui¢do de um ou ambos (ou mais) componentes. Isto torna possivel
ajustar o momento da administragdo do segundo componente funcionalizado
com base no resultado do rastreamento do primeiro componente, ou ajustar a
quantidade do segundo componente a ser administrado.

Exemplos particulares de rétulos detectaveis da sonda de
forma¢do de imagem s3o agentes de contraste usados em sistemas de
formagdo de imagem tradicionais tais como agentes capazes de formar
imagem de MRI, rétulos de spin, rétulos opticos, agentes responsivos a ultra-
som, agentes responsivos a raio X, radionuclideos, (bio)luminescente e
corantes tipo FRET. Rétulos detectaveis exemplares considerados dentro do
contexto da presente invengﬁo incluem, e ndo sdo necessariamente limitados
a, moléculas fluorescentes, por exemplo, moléculas auto-fluorescentes,
moléculas que fluorescem em contato com um reagente, etc., rdtulos
radioativos; biotina, por exemplo, para ser detectados através de reacdo de

biotina e avidina; etiquetas fluorescentes, agentes de formagdo de imagem
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para MRI compreendendo metal paramagnético, reagentes de formagdo de
imagem, por exemplo, aqueles descritos nas Pat. U.S. N* 4.741.900 e
5.326.856) e semelhantes.

O agente capazes de formar imagem por MRI pode ser um ion
paramagnético ou uma particula superparamagnética.

O agente responsivo a ultra-som pode compreender uma
microbolha, o revestimento da qual consistindo de um fosfolipideo, e/ou

polimero (biodegradavel), e/ou proteinas como albumina sérica humana. A

~ microbolha pode ser enchida com gases ou liquidos fluorados.

Os agentes responsivos a raio X incluem mas ndo sdo
limitados a JIodo, Bario, sulfato de Bario, Gastrografina ou podem
compreender uma vesicula, lipossomo ou capsula polimérica enchida com
compostos de Iodo e/ou sulfato de bario.

Além disso, rdtulos detectaveis considerados dentro do
contexto da presente invengdo também incluem peptideos ou polipeptideos
que podem ser detectados por ligagdo de anticorpo, por exemplo, por ligacdo
de um anticorpo de rétulo detectavel ou por detec¢do de anticorpo ligado
através de um ensaio tipo sanduiche.

Em uma forma de realizag¢do os rotulos detectaveis sdo rotulos
PET e SPECT orgéanicos de tamanho pequeno, tais como B 'Cou 1_2 L

O método geral de duas etapas descrito acima pode requerer
quantidades altas do segundo componente funcionalizado néo alvejado a ser
administrado, de modo a garantir que os dois componentes encontrem-se no
corpo e que uma quantidade suficiente do composto biologicamente ativo re-
montado ativo seja formada. Para tratar esta inconveniéncia potencial,
métodos de administragio especificos sdo considerados.

Em uma forma de realizagdo, ambos os componentes
funcionalizados complementares sdo embutidos em uma matriz degradavel

com uma por¢do de alvejamento. Esta matriz fisicamente separa os
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componentes um do outro. Depois do alvejamento e degradagdo subseqiiente
da matriz os componentes funcionalizados estdo em proximidade entre si e
podem reagir em um modo eficiente.

Em uma outra forma de realizagdo, ambos os componentes
funcionalizados estdo presentes como particulas sélidas em uma vesicula
alvejada. Depois do alvejamento e interrupg¢do ou desintegragdo do vesicula,
ambos 0os componentes podem reagir entre si.

Ainda em uma outra forma de realizagdo, ambos os
componentes funcionalizados estdo presentes em solugdo em uma vesicula
sob condi¢bes em que a ligagdo de Staudinger ndo pode ocorrer (por exemplo,
mascaramento de um ou ambos os grupos funcionais). Depois da interrupgéo
ou desintegragdo, os compostos sdo liberados e, também da liberacdo do(s)
grupo(s) funcional(is), podem reagir. Alternativamente, uma forma de
realiza¢do é considerada por meio da qual a vesicula é permeavel, e as
condigdes dentro da vesicula mudam gradualmente e o composto
biologicamente ativo ¢ formado dentro deste microambiente. Quando a
vesicula é interrompida ou desintegrada, o composto biologicamente ativo
remontado é.

Ainda em uma outra forma de realizagdo, os componentes
funcionalizados complementares do composto biologicamente ativo (um ou
ambos alvejados se necessario) sdo conectados por um ligador degradavel
(por exemplo, peptideo, lipideo ou oligossacarideo). Depois do alvejamento e
degradacdo do ligador por enzimas do corpo, ambos 0s componentes podem
reagir e formar o composto biologicamente ativo.

A presente invencdo torna possivel garantir a administragdo de
um composto biologicamente ativo que, quando administrado em sua forma
intacta, apresenta certas desvantagens. Mais particularmente € considerado
que a administragdo como componentes inativos ¢ uma vantagem significante

para o composto biologicamente ativo que como compostos intactos sdo



10

15

20

25

27

geralmente téxicos ou tém efeitos colaterais devido a atividade em tecido nido
alvo. A montagem in vivo de compostos biologicamente ativos de acordo com
a presente inven¢do fornece ac¢do seletiva de doenga superior de compostos
biologicamente ativos com efeitos colaterais diminuidos. Esta tecnologia
torna possivel aumentar a janela terapéutica de um arranjo de medicamentos
conhecidos, garantindo uma taxa de sucesso aumentada de terapias com base
nestes medicamentos, e portanto uma aplicagdo/prescri¢do aumentada. Assim
a presente inven¢do leva em consideragdo componentes de um composto
biologicamente ativo do qual a toxicidade para células ndo alvo é diminuida
comparada a toxicidade do composto biologicamente ativo intacto. Mais
particularmente, a toxicidade ¢ diminuida em 20 %, ainda mais
particularmente em 30 %, o mais particularmente em pelo menos 50 % como
determinado em estudos de toxicidade in vitro. Adicional ou alternativamente,
a presente inven¢do torna possivel superar desvantagens fisicas e/ou quimicas
do composto biologicamente ativo. Por exemplo, a distribui¢do eficaz de um
composto biologicamente ativo dentro do corpo € freqlientemente dificultada
pela solubilidade limitada do composto em agua. Métodos existentes para a
otimizacdo de medicamento para aumentar a solubilidade em agua
freqiientemente diminuem a absorgdo celular ou difusédo de membrana como o
equilibrio hidrofilico/lipofilico ou a eficicia ¢ mudada. Compostos
biologicamente ativos insuficientemente soliveis em 4gua portanto sdo
administrados usando sistemas de liberagdo de medicamento tais como
lipossomos ou emulsdes que oferecem um compartimento hidrofébico para a
absor¢do elevada de medicamento. Estes veiculos de liberacdo podem
carregar uma carga util elevada de compostos biologicamente ativos
hidrofébicos e fornecem um meia-vida de sangue prolongada. Uma
desvantagem de liberagdo de medicamento lipossomica ou emulsional é sua
absor¢do hepéatica elevada, que leva a um aumento na toxicidade no figado.

Usando o conceito da presente invengdo € possivel aumentar a solubilidade
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em agua de compostos biologicamente ativos. A solubilidade de um ou mais
componentes funcionalizados do composto biologicamente ativo da presente
invengdo pode ser inerentemente mais alta ou pode ser modificada por adi¢do
de grupos funcionais. Assim a presente invencdo leva em consideragdo
componentes de um composto biologicamente ativo do qual a solubilidade é
melhorada comparada a solubilidade do composto biologicamente ativo
intacto. Mais particularmente, a solubilidade ¢ melhorada em pelo menos 20
%, ainda mais particularmente em pelo menos 30 %, o mais particularmente
em pelo menos 50 % ou mais. De acordo com uma forma de realizacio
particular, o componente mais hidrofobico é funcionalizado como o primeiro
componente com um grupo fosfina em que grupos funcionais sdo fornecidos
que afetam a solubilidade do componente, por exemplo, grupos
(poli)alcodlicos e carboidratos (também referidos aqui como um “rétulo
solivel em agua”). Como na reacdo com o segundo componente na ligagdo de
Staudinger, o grupo fosfina € removido, os grupos adicionais no
influenciardo a atividade do composto biologicamente ativo remontado.
EXEMPLOS

Exemplo 1. montagem iz vivo de bleomicina

Uma mistura de bleomicinas, uma familia de antibioticos anti-
tumor, é usada para quimioterapia de cincer (predominantemente A, e B,,
Figura 4). Quando combinada com um co-fator de ion de metal a bleomicina
pode clivar o DNA. O medicamento compreende varios dominios essenciais,
dois dos quais sdo o dominio de ligagdo de metal e o dominio de ligagdo de
DNA. Neste exemplo bleomicina 1 é fornecida como dois componentes
separados contendo o dominio de ligagdo de metal ou o dominio de ligacédo de
DNA, respectivamente, resultando em dois componentes de DNA inativos (2
e 3). O DNA clivando o composto 2 € funcionalizado com uma sonda de
fosfina de Staudinger sem trago (encaixotada, linha cheia) que € conjugada a

um dispositivo de alvejamento seletivo de cancer. Composto de liga¢do de
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DNA 3 ¢ funcionalizado com uma azida (encaixotada, linha pontilhada).
Depois de administragdo sistémica de 2 e sua acumulagdo no sitio de cancer,
componente 3 € injetado. Reagdo seletiva entre 2 e 3 no sitio alvo resultara na
liberagdo simultanea e ativagdo do medicamento montado.

Exemplo 2. Montagem In vitro e In vivo de metotrexato

Metotrexato (composto 4, Figura 5) € dividido em dois
componentes (composto 5, 6), cada correspondendo a uma parte da molécula
intacta em um lado da ligacdo de amida. Estes componentes s30
funcionalizados com os. parceirbs de reagdo da ligagdo de Staudinger sem
traco em um tal modo que a reagdo entre estes dois componentes resulta na re-
montagem de metotrexato.

Avaliagdo da remontagem do composto de metotrexato in vitro
¢ avaliada com base na redugdo da proliferagdo em uma linhagem celular de
sarcoma humano como segue:

Células de sarcoma humano (HT- 1080) sdo distribuidas em
placas de microtitulagdo de fundo plano de 96 reservatdrios multiplos. As
placas sdo incubadas a 37° C, 5 % de CO, durante 24 a 48 h antes do ensaio
do medicamento permitir a adesdo da célula. Solugdes de estoque dos dois
componentes de metotrexato 5 e 6 sdo recentemente preparadas e as dilui¢des
sdo preparadas em meio completo. A faixa das concentragdes usadas € 0,1 nM
a 10 uM. Cada concentragdo € testada em quadruplicacdo usando 50 pl/pogo
do componente 5 e 50 pl/reservatério do componente 6, adicionado aos 100 ul
do meio completo contendo as células. Em os grupos de controle apenas 100
ul de meio completo é adicionado ou 50 pl de meio completo misturado com
50 pl do componente 5 ou 6. As placas sdo incubadas durante 72 h e a
avaliagdo da proliferagdo celular ¢ realizada pelo ensaio colorimétrico de
MTT.

Metotrexato (composto 4, Figura 5) € usado como um

quimioterapéutico anti-cdncer assim como no tratamento of artrite e outras
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condi¢bes reumadticas. Este trabalha bloqueando a enzima diidrofolato
redutase, desse modo interferindo com a producdo de uma forma de &cido
folico que é importante para ativamente aumentar as células. Analogo ao
exemplo 1, a janela terapéutica de terapia de Metotrexato é aumentada
aplicando-se um método de montagem in situ alvejado. Para este fim, o-
composto de metotrexato é dividido em dois componentes como descrito
acima. O componente que porta triarilfosfina € ainda funcionalizado com uma
por¢do de alvejamento, garantindo o alvejamento deste componente as células
cancerosas. Ligacdo do componente contendo triarilfosfina (5) " com o
componente compreendendo azida (6) ocorre nas células alvejadas, por meio
do qual o dispositivo de alvejamento ¢ liberado.

Exemplo 3. montagem in vivo de compostos biologicamente ativos usando

metabdlitos como porcio de alvejamento

Muitos medicamentos anti-cancer podem ser alvejados usando
metabolitos do caminho da glicose. O caminho do metabolismo da glicose
celular pode reconhecer o conjugado fosfina-glicose 7 (Figura 6). Depois da
absorg¢do celular estes sacarideos modificados sdo capturados e acumulados
dentro da célula como resultado de uma primeira etapa de fosforilagdo
metabolica. Depois da administragdo sistémica, glicose ¢ idealmente o
acimulo em tecido com um absor¢do de glicose alta (por exemplo, tecido
tumoroso) e sera idealmente removido de outros tecidos e sangue néo alvo. O
segundo componente do medicamento (‘8’, Figura 6) depois ¢ administrado.
Componente 8 é conjugado ao componente 7, que é capturado nas c€lulas por
intermédio da Liga¢do de Staudinger sem trago. Na liga¢do, o medicamento
contendo amida ativo é re-montado, enquanto o grupo fosfina-glicose ¢
removido da molécula.

Como uma extensdo deste método, o componente do
medicamento contendo azida (8) também pode ser funcionalizado com uma

por¢do de glicose. Nesta maneira ambos os componentes do medicamento
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inativo s3o especificadamente alvejados ao tecido tumoroso. Entretanto, o
medicamento remontado nesta forma de realizagdo ¢ um conjugado glicose-
medicamento, que permanece capturado dentro da célula.

Exemplo 4. Uso da ligacdo de Staudinger para melhorar a solubilidade em

dgua dos compostos biologicamente ativos.

De acordo com a presente invengdo, compostos
biologicamente ativos insuficientemente soliveis em agua sdo fornecidos
como dois componentes dos quais a solubilidade em agua € mais alta ou
modificada a ser mais alta do que o composto biologicamente' ati{/o intacto.
Isto é de interesse particular para compostos biologicamente ativos qﬁe
conduzem uma fun¢do amida.

Piroxicam (composto 12, Figura 7), ¢ um composto
compreendendo uma fungdo amida, que é fornecido como dois componentes
(componentes 13 e 14 na Figura 7) que sdo modificados com uma azida e um
derivado de trifenilfosfina, respectivamente. O Gltimo € ligado a parte mais
hidrofébica do medicamento e conduz um grupo lateral adicional para render
o construgdo total soluvel em agua. Opcionalmente, as propriedades do
componente conduzindo azida também sdo ajustadas para obter solubilidade
em agua aumentada comparado ao medicamento intacto.

No tratamento do paciente com dor, os dois componentes do
Piroxicam s3o co-administrados. O composto biologicamente ativo € re-
montado in vivo por intermédio de uma ligacdo de Staudinger.

Exemplo 5 Fosfina de pteridina

Este exemplo € ilustrado na figura 8.
Acido azido-1-glutimico (6),

Azida sodica (8,83 g; 136 mmol) foi dissolvida em agua (25
ml), diclorometano (37,5 ml) foi adicionado e a mistura foi vigorosamente
agitada s 0° C. Anidrido triflico (7,89 g; 27,9 mmol) foi adicionado durante

uns poucos minutos, e a mistura de reacdo foi agitada durante 30 mina 0°C, e
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1 h a 20° C. Depois, a camada orgénica foi isolada, e a camada aquosa foi
extraida com diclorometano (2 tempos 15 ml). As camadas organicas
combinadas contendo azida triflica foram lavadas com sat. Na,CO; (10 ml).

Acido Z-glutdmico (2,06 g; 14,0 mmol), K,COs (5,80 g; 42,0
mmol), e Cu(I)SO,,5H,0 (35 mg; 0,14 mmol) foram dissolvidos em 4gua (50
ml), e metanol (90 ml) e a solugdo de azida triflica foram adicionados. A
mistura de reagdo foi agitada durante 20 h a 20° C. Os solventes volateis
foram evaporados em vacuo, dgua (250 ml) foi adicionada, a solugédo foi
neutralizada com 4acido cloridrico 6 M (ca. 80 ml), e tampao de fosfato de pH
= 6,2 (250 ml) foi adicionado. A mistura foi lavada com acetato de etila (4
tempos 200 ml), e o pH foi ajustado para 2 por adigédo de acido cloridrico 6 M
(ca. 6 ml). Este foi extraido com acetato de etila (3 tempos 200 ml), e as camadas
organicas combinadas foram secas com MgSQy, filtradas, e evaporadas a secura
para produzir o produto como um liquido incolor (1,98 g; 82 %).

'H-RMN (CDCls): & 4,13 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 2,4 - 2,7 (br. m,
2H), 2,22 (m, 2H) ppm. “C-RMN (CDCl;): § 178,8, 175,8, 60,5, 29,6, 26,0
ppm. FT-IR (ATR): V 2927, 2107, 1704, 1413, 1208, 1056, 913, 857, 792 cm™.
Acido 4-[N-[(2,4-diamino-6-pteridinil)metil]-N-metilamino] benzéico (15)

Cloridreto de 2,4-diamino-6-(hidroximatil)pteridina (4,40 g;
19,19 mmol) foi dissolvido em agua quente (150 ml) e a solu¢do foi
neutralizada por adi¢do de NaOH 1 M (ca. 20 ml). O precipitado foi filtrado,
lavado com agua, e seco a vacuo em P,0s. Subseqiientemente, este foi
colocado em suspensdio em DMAc (25 ml), e dibrometo de trifenilfosfina
(18,12 g; 42,92 mmol) foi adicionado. A mistura de reagdo turva foi agitada
durante 20 h a 20° C. Acido 4-(metilamino)benzéico (2,95 g; 19,50 mmol) e
DIPEA (5,04 g; 39,00 mmol) foram adicionados, e a mistura de reagdo turva
foi agitada durante 3 dias a 20° C. Depois, ela foi vertida em solugdo de
NaOH 0,33 M (250 ml), o precipitado foi separado por filtra¢do, e o filtrado
foi neutralizado por adi¢gdo de 10 % de acido acético em agua (ca. 20 ml). O
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precipitado foi filtrado, lavado com agua, triturado com metanol (30 ml), e seco a

vacuo em P20S5, para produzir o produto como um p6 bege/laranja (3,48 g; 56 %).
'H-RMN (DMSO): & 8,59 (s, 1H), 7,53 (d, 2H, 8,8 Hz), 7,7

(br. s, 1H), 7,5 (br. s, 1H), 6,83 (d, 2H, 8,8 Hz), 4,79 (s, 2H), 3,23 (s,'3H)

ppm. FT-IR (ATR): V 3335, 3194, 2964, 1651, 1597, 1292, 1187 cm™".

Acido 3-iodo-4-hidoxibenzoico (16)

Acido 3-amino-4-hidroxibenzdico (10,00 g; 65,30 mmol) foi
dissolvido em cone, acido cloridrico (100 ml, e uma solugdo de nitrito de
sodio (4,73 g; 68,56 mmol) em agua (30 ml) foi adicionado as gotas a 0° C. A
mistura de reagdo foi agitada a 0° C durante 30 min, e subseqlientemente, uma
solugdo de iodeto de potassio (54,20 g; 326,5 mmol) em agua (100 ml) foi
adicionada as gotas a 0° C. Depois de agitar a 0° C durante 30 min, a mistura
de reagdo foi aquecida a 70° C até que ndo mais gas expandisse (ca. 1 h). A
mistura foi extraida com éter (3 tempos 250 ml), e as camadas orgénicas
combinadas foram lavadas com NaHSO; 1 M (100 ml). A camada aquosa foi
retro-extraida com éter (150 ml). As camadas orgénicas combinadas foram
secas em Na,SQO,, filtradas, e evaporadas a secura. O so6lido remanescente foi
recristalizado de uma mistura de metanol (30 ml) e agua (70 ml) para produzir
o produto como cristais marrons (8,95 g; 52 %).

'H-RMN (MeOD): & 8,34 (d, 1H, J =2,2 Hz), 7,85 (dd, 1H, J
= 2,2, 8,6 Hz), 6,86 (d, 1H, J = 8,6 Hz) ppm. FT-IR (ATR): V 3271, 1679,
1574, 1362, 1288, 1239, 1195, 767 cm™.
3-Difenilfosfina-4-hidroxibenzoato de trietilamonio (17)

Acido 3-iodo-4-hidoxibenzéico (4,00 g; 15,15 mmol) foi
colocado em suspensdo em acetonitrila (90 ml), e trietilamina (9,19 g; 90,9
mmol), acetato de paladio (0,17 g; 0,76 mmol), e difenilfosfina (4,23 g; 22,73
mmol) foram adicionados. A mistura de reagdo foi aquecida a 90° C sob um
atmosfera de argbnio durante 20 h. O precipitado foi filtrado, lavado com

acetonitrila e seco, para produzir o produto como um sélido bege (5,06 g; 79 %).
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'H-RMN (DMSO): § 7,78 (dd, 1H, J = 2,2, 8,6 Hz), 7,61 (m,
1H), 7,38 (br. m, 6H), 7,20 (br. m, 4H), 6,84 (dd, 1H, J = 4, 8,6 Hz), 2,60 (q,
6H, J = 7,0 Hz), 1,00 (t, 9H, J = 7,0 Hz) ppm. *>'P (DMSO): § - 17,0 ppm. FT-
IR (ATR): V 2409, 1825, 1584, 1529, 1390, 1354, 1339, 1286, 1123, 791,
743,700 cm’.
Fosfina de pteridina (5),

Acido 4-[N-[(2,4-diamino-6-pteridinil)metil]-N-metilamino]-
benzébico (15) (0,650 g; 2,00 mmol) foi colocado em suspensio em DMAc (15
ml). DIPEA (0,79 g; 6,14 mmol) e HBTU (0,92 g; 2,43 mmol) foram
adicionados, e a mistura de reagdo foi agitada a 20° C durante 20 h. O
precipitado foi filtrado, lavado com DMAc e éter, e seco para produzir o
intermediario HOBt-éster (0,668 g; 1,51 mmol).

3-Difenilfosfina-4-hidroxibenzoato de trietilam6nio (17)
(0,639 g; 1,51 mmol) foi colocado em suspensdo em DMSO (5 ml), e terc-
butéxido de potassio (0,339 g; 3,02 mmol) foi adicionado. A esta solugdo foi
adicionado uma solugdo do intermediario HOBt-éster em DMSO (5 ml), e a
mistura de reagdo foi agitada a 20° C durante 20 h. Subseqlientemente, ela foi
filtrada, vertida em agua (100 ml), neutralizada com 4cido acético e
centrifugada. O liquido precursor foi decantado, e o precipitado foi agitado
em agua (100 ml), e novamente centrifugado e decantado. O residuo foi
dissolvido em acetona (100 ml) e recristalizado a -20° C, para produzir o
produto como um pé amarelo (0,360 g; 29 %).

'H-RMN (DMSO): § 8,60 (s, 1H), 8,01 (dd, 2H, J = 2, 8,6 Hz),
7,65 (br.s, 2H), 7,50 (d, 2H, J = 9,2 Hz), 7,42 (br. m, 8H), 7,23 (m, 3H), 6,76
(d, 2H, T = 9,2 Hz), 6,62 (br. s, 2H), 4,81 (s, 2H), 3,25 (s, 3H) ppm. *'P-RMN
(DMSO): - 16,6 (produto), +23,4 (6xido de fosfina, pequeno) ppm. FT-IR
(ATR): V 3319, 3182, 3053, 1717, 1634, 1600, 1523, 1435, 1367, 1272,
1244, 1172, 1115, 1063, 1045, 742, 691 cm™. LC-MS (CH;CN / H,0): t, =
8,9 min: m/z = 630,1 (M+H)"; t, = 7,5 min: m/z = 646,0 (6xido de fosfina).
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REIVINDICACOES

1. Combinagdo de dois ou mais componentes de um composto

biologicamente ativo intacto, os ditos componentes ndo tendo essencialmente

nenhuma atividade bioldgica, caracterizada pelo fato de que os ditos
componentes sdo funcionalizados com grupos funcionais compativeis da
ligacdo de Staudinger, de modo a resultar, em contato entre si, na re-
montagem de um composto biologicamente ativo tendo essencialmente a
mesma atividade do composto biologicamente ativo intacto.

2. Combinacdo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que pelo menos um dos ditos componentes ¢ alvejado.

3. Combinag¢do de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizada

pelo fato de que o(s) dito(s) componente(s) alvejado(s) compreendem uma
porgdo de alvejamento.

4. Combinagdo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que pelo menos um dos ditos componentes compreende um
rétulo detectavel.

5. Combinagdo de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizada

pelo fato de que o dito composto biologicamente ativo intacto tem um grupo
amida, e a re-montagem dos ditos componentes resulta na gera¢do do dito
grupo amida.

6. Combinacdo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que os ditos componentes sdo fornecidos como composigdes
farmacéuticas separadas, todas em mistura com um carreador ou excipiente
farmaceuticamente aceitaveis.

7. Combinacdo de acordo com a reivindicagdo 1 caracterizada

pelo fato de que os ditos grupos funcionais sdo reativos na ligacdo de
Staudinger sem trago.

8. Combinac¢do de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que os ditos grupos funcionais representam um nimero igual de
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grupos funcionais selecionados de (a) e (b) em que:

a) um grupo triarilfosfina que € orto-substituido com um grupo
alquiloxicarbonila, por meio do qual o dito componente € ligado ao dito
triarilfosfina em uma das posigdes remanescentes de um dos grupos arila
através de uma ligacdo ndo reativa ou, um grupo triarilfosfina, em um tal
modo que o dito triarilfosfina ¢ orto-substituido com o componente através de
uma ligagdo carbonildxi (-CO-O-) ou carboniltio (-CO-S-) e

b) um grupo azida.

9. Combinag¢do de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que compreende 2 componentes.
10. Combinagdo de acordo com a reivindicagdo 8§,

caracterizada pelo fato de que pelo menos um dos ditos componentes que

portam fosfina é alvejado por via de uma porgéo de alvejamento.
11. Combinagdo de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizada pelo fato de que a dita por¢do de alvejamento ¢ ligada a um

grupo arila do dito triarilfosfina.
12. Combina¢do de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizada pelo fato de que o dito pelo menos um componente que porta

fosfina compreende um grupo triarilfosfina que € orto-substituido com um
grupo alquiloxicarbonila e em que a dita por¢do de alvejamento € ligada ao
dito alquila do dito grupo alquiloxicarbonila.

13. Combinagdo de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que a solubilidade dos ditos componentes ¢

melhorada comparada a solubilidade do dito composto biologicamente ativo
intacto.
14. Combinagdo de acordo com a reivindicagdo 13,

caracterizada pelo fato de que pelo menos um do(s) dito(s) componente(s) ¢

um componente que porta fosfina e em que o dito fosfina do dito componente

que porta fosfina é modificado para aumentar a solubilidade do dito
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componente que porta fosfina.
15. Combinagdo de acordo com a reivindicagdio 1,

caracterizada pelo fato de que a estabilidade e/ou toxicidade dos ditos

componentes sdo melhoradas comparado a estabilidade do composto
biologicamente ativo intacto.
16. Combinagdo de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que compreende dois componentes de metotrexato,

em que os ditos componentes correspondem as partes da molécula de
metotrexato em cada lado do grupo amida.
17. Combinagdo de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que compreende dois componentes de bleomicina,

em que o primeiro dos ditos componentes corresponde ao dominio de ligagdo
de metal de bleomicina e em que o segundo dos ditos componentes consiste
do dominio de ligacdo de DNA de bleomicina.

18. Composigdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que

compreende um carreador farmacéutico ou excipiente em mistura com um
componente de um composto biologicamente ativo intacto, em que o dito
componente ndo tem substancialmente nenhuma atividade bioldgica e em que
o dito componente ¢ funcionalizado com um grupo que é reativo em uma
ligacdo de Staudinger.

19. Primeiro componente de um composto biologicamente
ativo intacto, ndo tendo substancialmente nenhuma atividade bioldgica

caracterizado pelo fato de que o dito componente € funcionalizado com um

grupo que ¢ reativo em uma ligagdo de Staudinger, tal que o contato com um
segundo componente resulta em re-montagem de um composto
biologicamente ativo tendo essencialmente a mesma atividade como o dito
composto biologicamente ativo intacto e caracterizado ainda em que ele
compreende uma por¢do de alvejamento.

20. Método para preparar componentes de bleomicina capazes
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de re-montagem na bleomicina intacta em contato entre si, caracterizado pelo

fato de que compreende

a) fornecer o dominio de ligagdo de metal de bleomicina,

b) fornecer o dominio de ligagdo de DNA de bleomicina,

c) fornecer, em cada um dos ditos dominios de bleomicina, na
posicdo que liga estes dominios no medicamento intacto, os grupos funcionais
respectivos capazes de interagir em uma ligacdo de Staudinger.

21. Método para aumentar a absor¢do de um composto

biologicamente ativo intacto, caracterizado pelo fato de que compreende as

etapas de:

a) fornecer dois componentes do dito composto
biologicamente ativo, que quando re-montados resultam no dito composto
biologicamente ativo ou um composto tendo essencialmente a mesma
atividade como o dito composto biologicamente ativo intacto,

b) fornecer cada um dos ditos componentes com um
triarilfosfina ou um grupo funcional em azida capaz de reagir junto na ligagéo
de Staudinger, permitir a dita (re-) montagem; por meio do qual o
componente mais hidrofébico dos ditos dois componentes € modificado com
um grupo triarilfbsﬁna.

22. Método de acordo com a reivindicagdo 21 caracterizado

pelo fato de que o dito grupo triarilfosfina € modificado ainda por um grupo

adicional que aumenta a solubilidade em 4gua do dito componente.
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RESUMO
“COMBINACAO DE DOIS OU MAIS COMPONENTES DE UM
COMPOSTO BIOLOGICAMENTE ATIVO INTACTO, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, PRIMEIRO COMPONENTE DE UM COMPOSTO
BIOLOGICAMENTE ATIVO INTACTO, E, METODOS PARA
PREPARAR COMPONENTES DE BLEOMICINA E PARA AUMENTAR
A ABSORCAO DE UM COMPOSTO BIOLOGICAMENTE ATIVO
INTACTO” ' )
a ~ A invengdo fornece métodos e ferramentas pafa .a auto-
montagem de medicamentos. Isto torna possivel reduzir problemas associados
com a auséncia de seletividade, solubilidade reduzida e outras desvantagens

de medicamentos intactos.
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