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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "TANALOGOS
DE DIAZONAMIDA A, CONJUGADO, COMPOSICAO FARMACEUTICA,
USO E METODO PARA SINTETIZAR OS MESMOS".

Campo Técnico

A presente invencgao refere-se a um analogo de diazonamida A
que tem atividade antitumor superior. A rotina sintética para este composto é
também descrita.
Técnica Antecedente

A diazonamida A é um agente de rompimento de fuso mitdtico
primeiro isolado do organismo marinho Diazona angulata. Numerosas tenta-
tivas foram feitas para sintetizar este composto e seus analogos. Publicagao
PCT WO 03/106438 descreve uma rotina sintética putativa; entretanto, a
estrutura de diazonamida A fornecida naquela publicagéo é incorreta. A Pa-
tente U.S. N° 7.022.720 ('720) corretamente descreve uma estrutura de dia-
zonamida A e descreve a sintese de alguns de seus analogos por meio do
uso combinado de endociclizagdao Heck catalitica, redisposi¢do pinnacol de
contragédo de anel estéreo-controlada, e arilagéo de indol por meio da trans-
feréncia de elétron fotoinduzida interna. Estruturas gerais de alguns analo-
gos sao fornecidas. Um pedido filho reivindicando prioridade desta patente
foi depositado em 31 de outubro de 2005 e é publicado como 2006/0089397
e inclui a estrutura do analogo, Composto Js reivindicado aqui. A patente
'720 ndo descreve especificamente o composto da presente invengéo, que
tem atividade antimitética surpreendentemente potente.

Descricao da Invencéo

A presente invengao € direcionada a um composto da formula
HN
g)/K N 27 -
HO o
i H

(Composto J) e os sais farmaceuticamente aceitaveis deste. A invengao é

também direcionada as composi¢des farmacéuticas contendo este composto
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e/ou seus sais, as formas modificadas deste composto acopladas a agentes
de estabilizacdo ou alvejamento, e a métodos de tratar doengas proliferati-

vas, em particular canceres resistentes a Taxol®, usando estes compostos e

formulagoes.
Em outro aspecto, a invengdo € direcionada a métodos para sin-

tetizar o Composto J e seus sais.

Breve Descricao dos Desenhos

Figura 1 mostra a capacidade do Cdmposto J inibir o crescimen-

" to de varias linhagens de célula de cancer em comparagédo a diazonamida A,

uma forma hidroxilada de Composto J., paclitaxel, e vinblastina.

Figura 2 mostra um plote de fra(;éo de sobrevivéncia contra a
concentracdo de farmaco com respeito as linhagens de célula de cancer o-
variano de PTX10 para o Composto J e paclitaxel.

Figura 3 é um grafico mostrando os farmcocinéticos de Compos-
to J. '

Figurés 4 A e 4B motram o efeito do Composto J quando compa-
rado ao paclitaxel sobre xenoenxertos de células HCTI 16 e PC-3.

Figuras 5A e 5B mostram que o Composto J nao tem nenhum
efeito sobre a proliferacao de neutréfilo ou contagens celulares in vivo.

Modos de Realizar a Invencao

“©=Composto J foi mostrado, como descrito nos nos exemplos
abaixo, ter potente atividade antimitotica com respeito a certos canceres, em
particular canceres que sao resistentes ao Taxol®. O Composto J pode ser
fornecido em sua forma de base livre, ou pode ser fornecido como um sal
farmaceuticamente aceitavel, ou como uma mistura da forma representada e
o correspondente sal. Os sais adequados incluem aqueles de acidos inorga-
nicos tais como cloridratos, bromidratos, sulfatos, hidrossulfatos, e os simila-
res, ou sais de adicdo de acido orgénico tais como os aCetatos, formiatos,
maleatos, e similares.

Além disso, o Composto J pode ser acoplado a porgdes tais co-
mo agentes de alvejamento. Entre tais agentes de alvejamento estao os an-

ticorpos ou fragmentos imunologicamente ativos destes, incluindo formas de
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anticorpo de cadeia Unica direcionadas contra antigenos de tumor ou contra
receptores ou integrinas associadas com tumores, peptidomiméticos direcio-
nados contra estas porcdes, e similares. Além disso, o Composto J pode ser
acoplado a um excipiente tal como polietileno glicol para alterar farmacociné-
ticos.

As formulagdes Uteis na invengdo incluem formulagbes padrao

tais como aquelas mencionadas em Remington's Pharmaceutical Sciences,

ultima edi¢ao, Mack Publishing Co., Easton, PA, incorporada aqui por refe-
réncia. Tais formulagdes incluem aquelas designadas para liberagao -oral,
liberagdo lenta, administragao tdpica, administracao parenteral, ou qualquer
outra rotina adequada como determinado por um médico atendente ou vete-
rinario. Desse modo a administragdo pode ser sistémica ou local. Veiculos
adequados ou excipientes incluem lipossomas, micelas, nanoparticulas, ma-
trizes poliméricas, tampoes, e a faixa total de formulagées-conhecidas dos
medicos. | _

O Composto J é particularmente atil no tratamento de doencgas
proliferativas, em particular, tumores e malignidades associadas com mama,
ovario, pulmao, colon, prbs-tata, melanoma, célon, pancreas, glioma, carci-
noma, e similares. V

As formulacdes que incluem o Composto J e/ou seus sais e/ou
seus conjugados podem também ser usados em combinagdo com outro§
farmacos, tais como agentes antitumor adicionais ou outros compostos pale-
ativos tais como compostos que ajudam em nutricao ou saude geral.

Composto J é convenientemente sintetizado para tratar o pre-
cursor de amino livre com S-2,5-dioxopirrolidin-l-il-2-hidréxi-3-metilbutanoato.
Isto converte a amina livre no 3-metil-2-hidroxibutilato.

Aqueles versados na técnica apreciarao que esta reagao de a-
coplamento possa também ser realizada com outros ésteres ativados do 2-
hidroxi-3-metilbutanoato, tal como a titulo de exemplo apenas éster de N-
hidroxibenzotriazol, éster de perfluorofenila, ésteres de N-hidroxiftalimida,
ésteres ativados gerados pela reagdo do acido carboxilico com uma carbodi-

imida, e outros ésteres ativados convencionalmente usados para acilagao de
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uma amina para formar ligacoes de amida;' désse modo, a invengéao fornece
um método de preparar 0 Composto J acoplando um derivado de 2-hidroxi-
3-metilbutanoato ativado, que pode' opcionalmente ser protegido na 2-
hidroxila, com a amina descrita acima. A amina pode também opcionalmente
ser em forma pfotegida, isto é, ela pode ter grupos de prote¢ao erh qualquer
dos dois ou ambos o nitrogénio de indol e o nitrogénio de ihdolina. Os gru-
pos de protecdo para uso na hidroxila incluem grupos acila, grupos silila,
acetais de pirano, e similares. Os grupos de prote¢ao adequados para uso

- nos atomos de nitrogénio de anel do composto de amina, que nao pretende-

se que reajam com o éster ativado de hidroxibutanoato, podem incluir grupos
acila tais como carbamatos ou triiluoroacetato, bem como grupos silila. Gru-
pos de protegdo adequados e métodos para incorporar e remové-los sao
bem conhecidos na técnica, e sdo descritos, por exemplo, em T.H. Greene,
PROTECTIVE GROUPS IN ORGANIC SYNTHESIS, 2° edi@éo.

Os seguintes exemplos s&o oferecidos para ilustrar, porém nao
limitar, a invengéb. Os Exemplos 1-16 descrevem a sintese de Composto J.
Os Exemplos 17-20 descrevem sua atividade bioldgica.

Exemplo 1
7-Bromoindol

' 2-Bromonitrobenzeno (1,10 kg, 5,45 mols) foi dissolvido em te-
traidrofurano (10 L) em temperatura ambiente. Esta solu¢ad resfriada com
agitagdo em um banho rhantido a -78°C. Quando a temperatura interna atin-
giu -40°C, brometo de vinilmagnésio (16,3 L, 16,3 mols) foi adicionado em
uma tal taxa a fim de manter a temperatura interna a -40°C durante a adi¢ao.
Sob completa adicao, a reagao foi removida do banho e deixada aquecer
lentamente para -30°C durante o curso de 45 minutos. Isto requereu resfria-
mento ocasional. A solugdo reacional a -30°C foi resfriada bruscamente pela
adicdo rapida de uma solugéo ligeiramente fria (~10°C) de NH4Cl aquoso
saturado (10 L). Ligeira espumacgao ocorreu. (Resfriamento brusco inverso
na solugcdo de cloreto de aménio é também satisfatério.) Isto resultou em
uma mistura bifasica com alguns sais de magnésio nao dissolvidos na forma

de um gel. A mistura foi agitada durante 30 minutos e separada. A camada
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aquosa foi novamente extraida com tetraidrofurano (10 L). As camadas or-
ganicas combinadas foram evaporadas em pressao reduzida com uma tem-
peratur de banho de 35°C e o 6leo escuro resultante foi absorvido em cloreto
de metileno (5L) e secado com Na,SO4. A mistura foi filtrada e concentrada.
O material resultante foi cromatografado, eluindo com 2% acetato de etila -
hexanos para fornecer 7-bromoindol (557 g, 52% de produgé&o) como um
sélido ndo totalmente branco. 'H RMN (CDCl,): consistente com a estrutura
proposta.

Exemplo2 - - ,
Acido 2-acetamido-3 -(7-bromo-1H-indol-3-il)propandico.

A um frasco de base redonda de 3 gargalos, de 5 litros, equipa-
do com barra agitadora, atmosfera de nitrogénio, termelemento e condensa-
dor, foi adicionado o composto do titulo de Exemplo 1 (252,1 g, 1,29 mol)
seguido por écidb acético (1,5 L) e anidrido acético (760 mL, 8,04 mois). L-
serina (266,9 g, 2,53 mols) foi carregada apds agitagado durante 20 minutos.
Esta mistura foi agitada durante 4 horas antes dela ser.aquecida paré 40°C.
Apés a maior parte dos solidos ter se dissolvido, a reagdo foi aquecida para

90°C, seguida por uma excursao para 110°C. A reagao foi entao resfriada

para 80°C, agitada nesta temperatura, e 0 pfogresso da reacgéao foi monitora-

do por HPLC. Apéds 5 horas a reagdo foi completada como julgado pela au-
séncia de 7-bromoindol no cromatogrania.”O aquecimento foi removido, e a
reacdo foi deixada continuar agitando durante a noite em temperatura ambi-
ente.

Metanol (450 mL) foi adicionado e a reagao foi concentrada em
vacuo a -50°C para um alcatrao preto, espesso. Metanol (3 L) foi adicionado
ao residuo e apds vigorosa agitagdo a maior parte do residuo entrou em so-
lugdo, deixando para.trds um fino precipitado. A esta mistura foi adicionado
H.SO, (52,5 mL), e a reagéo foi agitada ao refluxo durante a noite. A reagao
foi resfriada para a temperatura ambiente e diluida com tetraidrofurano (3 L).
A solugdo foi carregada em um funil separador de 12 L contendo NaHCO3
aquoso saturado (4 L). Esta mistura foi extraida com metil t-butil éter (3 x 4

L). As camadas organicas foram combinadas e lavadas com salmoura e se-
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cadas em Na,SO,, em seguida concentradas em vacuo para fornecer uma
mistura de sélido marrom e 6leo marrom. Cloréto de metileno (500 mL) foi
adicionado ao produto bruto, e um pouco de soélidos branco permaneceu nao
dissolvido. Estes c'ristais forarh filtrados para fornecer ~10 g de produto.'Cris-
tais semente foram adicionados ao filtrado, e apds 30 minutos, um sélido
marrom precipitou-se. A nova mistura foi filtrada, e mais cristais semente
foram adicionados para produzir uma terceira colheita de precipitado, e esta

terceira mistura foi também filtrada. Adicdo de cristais semente ao filtrado

' nao produziu nerhum produto adicional. O filtrado foi concentrado em vacuo

para fornecer uma espuma marrom, que foi redissolvida em cloreto de meti-
leno (600 mL). Metil t-butil éter (MTBE) (1,250 mL) foi lentamente adicionado
a solugdo, que precipitou um sélido marrom. Uma mistura foi filtrada, e o fil-
trado foi adicionado a outras amostras impuras, em seguida purificado por
cromatografia de coluna, eluindo com cloreto de métilenb - hexanos. Né-
nhuma das fragdes contendo o produto foi muito pura (faixa: 50% - 75%),
entdo todas foram recristalizadas com MTBE para.fornecer pés amarelo pa-
lido. Estas amostras foram combinadas com as amostras de recristalizagao
paré fornecer o composto do titulo (139 g, 33% de produgéo, 75% de pure-
za). 'H RMN (CDCls): consistente com a estrutura proposta.
Exemplo 3 | |
Cloridrato de 2-amino-3(7:bromo-1H-indol-3-il)propanoato de metila

H.SO, (340 mL) foi adicionado lentamente em uma mistura agi-

tada do composto do titulo de Exemplo 2 (342 g, 1,05 mol) em metanol (3,4
L). A mistura marrom escuro resultante foi aquecida ao refluxo durante 16
horas, tempo no qual andlise de HPLC indicou conclusao da reagao. A rea-
o foi resfriada para a temperatura ambiente e resfriada bruscamente len-

tamente em uma mistura agitada de agua (4,8 L), bicarbonato de sédio (342 g)

‘e cloreto de metileno (4,8 L). A agitagao foi continuada durante 1,5 hora. As

camadas foram separadas e a camada aquosa foi novamente extraida duas
vezes com cloreto de metileno (3,0 L). Os extratos combinados foram seca-
dos com sulfato de sddio e concentrados em um alcatrédo preto. O material

foi dissolvido em cloreto de metileno (3,0 L). 1N de HCI em dietil éter (1,1 L)
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foi adicionado lentamente com resfriamento externo. A suspenséo foi resfri-
ada para temperatura de banho de gelo e filtrada. Os solidos foram lavados
duas vezes com cloreto de metileno (500 mL) e trés vezes com hexanos
(500 mL). Os solidos foram secados para massa constante em um forno a

vacuo a 32°C para fornecer o composto do titulo (267,4 g, 76% de produ-

¢d0). 'H RMN (CDCls): consistente com a estrutura proposta.

Exemplo 4

2-((S)-2-benziloxicarbonilamino)-3-metilbutanamido)-3-(7-bromo-1H-indol-3-

- il)oxazol-4-propanoato de metila.

O composto do titulo de Exemplo 3 (256,6 g, 770 mmols), TBTU

(296,4 g, 1,2 eq) e Cbz-L-valina (212,7 g; 1,1 eq) foram dissolvidos em dime-

tilformamida (DMF, anidro, 2.700 mL) e resfriados para 0°C durante 30 minu-

tos. Diisopropiletilamina (DIEA, 268 mL) foi adicionado lentamente e a solu-

. ¢do foi deixada aquecer para a temperatura ambiente. A agitacao foi conti-

nuada durante 4 horas tempo no qual HPLC indicou Concluséo da reagédo. A
reacao foi diluida com acetato de etila (11 L) e agua (7,5 L). A mistura foi
agitada durante 1 hora e deixada separar. A camada orgénica foi lavada
uma vez com éagua (7,5 L), duas vezes com salmoura (7,5 L) e duas vezes
com NaHCO3 saturado (7,5 L). O material foi secado com sulfato de sédio e
concentrado para sélido preto marrom. O material foi apreendido em cloreto

" de nietileno (7,5 L) e combinado com 22,2 g de outro lote de material de
qualidade similar e silica gel (400 g). O solvente foi removido para sustentar
o composto bruto sobre silica. Este material foi dividido na metade e cada
metade foi cromatografada em uma coluna de gravidade de silica de 0,15 m
x 1,21 m (6 polegadas x 4 pés). Cada qual foi eluida com cloreto de metileno
(20 L) seguido por acetona a 5% em cloreto de metileno (20 L) seguido por
acetona 8% em cloreto de metileno (30 L) para fornecer o composto do titulo
(383 g, 89% de produgao). 'H RMN (CDClg): consistente com a estrutura
proposta.

Exemplo 5
2-((S)-1 -(‘benziloxicarbonilamino)-2-metilpropil)-5-(7-bromo-IH-indol-3-

illoxazol-4-carboxilato de metila.
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' Diclorodicianoquinona (340,8 g, 1.500 mmols) foi adicionado a
uma solugdo agitada do composto do titulo dé Exemplo 4 (361,4 g, 681
mmols) dissolvido em tetraidrofurano (15 L) e aquecido até o refluxo durante
6 horas, tempo no qual HPLC indicou completa reacdo. A reacgao foi concen-
trada para % de seu volume e diluida com acetato de etila (12 L). A solugao
preta resultante foi lavada trés vezes com NaHCO3 aquoso saturado (5,5 L).
A camada organica foi secada sobre sulfato de sodio e concentrada para
fornecer o composto-do titulo como um sdlido pvreto (392 g, 100% de produ-

' ¢ao). 'H RMN (CDCls): consistente com a estrutura proposta. ~

Exemplo 6
Bromidrato de 2-({S)-1-amino-2-metilpropil)-5-(7-bromo-IH-indoi-3-il)oxazol-

4-carboxilato de metila.

A HBr a 33% em acido acético (1,33 L) foi adicionado o compos-
to do titulo de Exemplo 5 (403,4 g, 766 mmols) e a mistura vigorosamente
agitada durante 1 hora e 20 minutos. A mistura foi lentamente e cuidadosa-
mente adicionada a MTBE (12 L) com resfriamento externo e forte agitagéo.
A mistura foi agitada durante 1 hora a 0°C e filtrada sob Np. Os solidos hi-
groscopicos foram lavados com MTBE (1 L) e secados para massa constan-
te em um forno a vacuo para produzir o0 composto do titulo (277,5 g, 76,5%)
como um solido marrom fino. '"H RMN (CDCls): consistente com a estrutura

S ams

proposta.

Exemplo 7
2-((S)-1-{({S)-2-(benziloxicarbonilamino)-3-(4-hidroxifenil)propanamido)-2-

metilpropil)-5-(7-bromo-IH-indol-3-il)oxazol-4-carboxilato de metiia.

A diisopropiletilamina (225 mL, 1.290 mmols) agitada a 0°C foi
adicionado uma solugéo do composto do titulo de Exemplo 6 (277,5 g, 586,5
mmols), Cbz-L-tirosina (194,2 g 615,9 mmols) e TBTU (207,2 g, 1,1 eq) em
dimetilformamida (anidro, 2,77 L). A reagao foi deixada aquecer para a tem-
peratura ambiente e agitada durante 16 horas, tempo no qual HPLC indicou
conclusdo da reacdo. A solugéo reacional foi lentamente vertida em NaHCO3
aquoso saturado (12,0 L) e agitada durante 30 minutos. O precipitado foi

filtrado e a massa filtrante foi cuidadosamente lavada com agua. O material
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marrom resultante foi secado para massa constante em um forno a vacuo a
40°C para produzir o composto do titulo (435 g). O composto do titulo foi
também purificado por recristalizagdo. O composto do titulo foi dissolvido em
isopropanol (9,0 L) a 70°C. O material insoltvel foi removido por filtracdo e o
filtrado foi aquecido, ao mesmo tempo que lentamente adicionando hexanos
(9,0 L). A suspenséo foi deixada resfriar para a temperatura ambiente tempo,
no qual um banho de gelo foi aplicado. Uma vez resfriada, a mistura foi agi-
tada em temperatura de banho de gelo durante 30 minutos e filtrada. O sdli-
do foi lavado com hexanos e secado para massa constante a 40°C em um

forno a vacuo fornecendo o composto do titulo puro (264 g, 61% de produ-

¢d0). '"H RMN (CDCls): consistente com a estrutura proposta.

Exemplo 8

O composto d'o tl’t_ulo de Exemplo 7 (45,0 g, 65 mmols) foi dissol-
vido em tetraidrofurano (325 mL) e foi adicionado rapidamente a uma solu-
cdo a -20°C de Phi(OAc). (20 g, 62 mmoils) e LiOAc (12,7 g, 196 mmols)
em 2,2,2-trifluoroetanol (13,0 L). A solugdo foi agitada a -20°C durante 25
minutos, tempo no qual NaHCO; sdélido (117,5 g) foi lavado. O banho frio roi
removido e a agitagdo foi continuada durante mais 30 minutos. A mistura
foi filtrada a 10°C e o filtrado foi concentrado. O residuo, 94,6 g, foi apre-
endido em CHCls-tetraidrofurano (3:1, 300 mL) e sonicado durante 10 minu-
tos. O diasteredmero indesejado precipitado foi removido por filtragdo e o
filtrado foi concentrado para fornecer o composto do titulo bruto. As opera-
¢Oes acima foram realizadas um total de 3 vezes para fornecer um total
combindo de 223,6 g de composto do titulo bruto. O composto do titulo bruto
foi inicialmente purificado por filtracao em tampao de silica eluindo com ace-
tato de etila a 100%. Isto resultou em 179,9 g de material que foi também

purificado por cromatografia de coluna multipla. Uma primeira coluna foi elu-
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ida usado 6:1 cloreto de metileno - tetraidrofurano. Isto resultou em 71,1 g
de material, que foram apreendidos em 6:1 cloréto de metileno - tetraidrofu-
rano (200 mL) e refrigerados durante a noite. O diasteredmero indesejado
precipitado foi rerﬁovido por filtragéo e o filtrado foi concentrado para forne-
cer 66,6 g de composto. Este material foi cromatografado durante rhais duas
vezes eluindo com 15:1 cloreto de metileno - tetraidrofuranb para fornecer o
composto do titulo em duas fragdes: (16,8 g e 9,3 g). 'H RMN (DMSOd-6):
consistente com a estrutura proposta. Espectro de massa (ESI) m/z: 687
(M+1). : —

Exemplo 9

A um frasco contendo o composto sintetizado no Exemplo 8
(102 mg, 0,148 mmol) foi adicionado metanol (3,6 mL). A solucéo foi resfria-
da em banho de agua gelada durante 15 minutos. Uma solugdo de matéria-
prima de LiIOH em &gua (35,4 mg/0;6 mL, 1,48 mmol) foi adicionada gota a
gota a 0°C. A mistura foi aquecida para a temperatura ambiente (todo o pre-
cipitado dissolveu-se) e agitada durante 4 horas. Menos do que 1% do mate-
rial de partida permaneceu apés checagem por LCMS. Cerca de 10 g de
gelo foram adicionados a uma mistura reacional e a temperatura foi diminui-
da para 0°C. HCI aquoso (1N, 1,6 mL) foi adicionado gota a gota a 0°C para
ajustar o pH de uma mistura reacional para entre 2 e 3. Acetato de etila (2 x
20 mL) foi usado para extrair o acido desejado. As camadas organicas com-
binadas foram lavadas com agua (10 mL), salmoura (10 mL) e secadas so-
bre Na>SOs. A solugdo foi concentrada para fornecer 100 mg do composto
do titulo que foi usado na etapa seguinte sem outra purificagdo. 'H RMN

(DMSOd-6): consistente com a estrutura proposta.
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Exemplo 10

A um frasco seco contendo o composto sintetizado no Exemplo
9 (100 mg) foi adicionado cloridrato de 2-amino-l-(7-hidréxi-|H-indoI-3-iI‘)¢ eta-
nona (50,3 mg, 0,222 mmol) e DMF anidroso (0,5 mL). Trietilamina (31 ul,
0,222 mmol) foi adicionado em temperatura ambiente sob N.. Uma Asolugéo
amarela pre-preparada de DHOBt (8,45 mg, 0,0518 mmol), EDC HCI (42,6
mg, 0,222 mmol) e trietilamina (31 ul, 0,222 mmol) em DMF anidroso (2,0
mL) foi adicionada a uma solugdo em temperatura ambiente. A mistura foi
agitada a 41 a 42°C sob N durante 6 horas. A mistura reacional foi diluida
com acetato de etila (30 mL) seguido por lavagem com agua (10 mL), NaH-
S04 a 10% aquoso (10 mL), agua (2 x 10 mL),'NaHCO3 aquoso saturado
(10 mL), agua (2 x 10 mL), e salmoura (10 mL). Uma solucéo foi secada so-

bre Na,SO,, filtrada e evaporada para fornecer o Composto do titulo (130

mg). 'H RMN (DMSOd-G)’: consistente com a estrutura proposta.

Exemplo 11 o

OAc

A um frasco seco contendo 0 composto sintetizado no Exemplo
10 foi adicionado tetraidrofurano anidroso (0,9 mL) e CH.Cl, (2,7 mL). A so-
lugéo resultante foi resfriada em banho de agua gelada durante 15 minutos.
Anidrido acético (42 ul, 0,444 mmol) e piridina (18 ul, 0,222 mmol) foram adi-
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cionados a 0°C. Em seguida a mistura foi aquecida para a temperatura am-
biente e agitada durante 3,5 horas sob N.. A reagao foi monitorada por meio

de LCMS. A solugéo reacional foi diluida com acetato de etila (30 mL) segui-

do por lavagem com agua (10 mL) e salmoura (10 mL) e secagem sobre
Na>SO,. Apds concentracdao, 136 mg de produto bruto foram obfidos. Cro-
matografia instantanea, eluindo com acetato de etila /CH,Cl,, 30/70 ~ 35/65)
forneceu o composto do titulo (80 mg, 61% de producéo total durante as ul-
timas trés etapas). '"H RMN (DMSOd-6): consistente com a estrutura propos-

ta. : : -

Exemplo 12

OAc

Trifenilfosfina (474 mg, 1,81 mmol) e hexacloroetano (428 mg,
1,81 mmol) foram adicionados a um frasco seco equipado com barra agita-
dora. CH.CI; anidroso (18,5 mL) foi adicionado e a solugao resuitante foi res-

" “ffiada bem em banho de 4gua gelada sob N.. Trietilamina (351 ul, 2,52 mmols)

foi adicionada lentamente a solugéo, seguido por agitagéo durante 10 minu-
tos a 0°C. A solucdo do composto sintetizado no Exemplo 11 (160 mg, 0,180
mmol) em CH,CI, anidroso (9,5 mL) foi adicionado gota a gota e a tempera-
tura foi mantida a 0°C a 2°C. Apés adigdo, a mistura reacional foi égitada a
0°C durante 10 minutos (o tempo total deve ser menor do que 15 minutos).
Agua (34 pL) foi adicionada para saciar a reagéo. Todo o solvente foi evapo-
rado a 15°C sob pressao reduzida. Acetato de etila (5 mL) foi adicionado ao
oxido de trifenilfosfina precipitado. Apds filtragem, o filtrado foi concentrado
novamente e o procedimento acima foi repetido duas vezes para remover
oxido de trifenilfosfina adicional. O filtrado foi concentrado Seguido por purifi-

cacao por meio de cromatografia instantanea eluindo com acetato de etila -
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tolueno (60:40) para produzir o composto do titulo (110 mg, 70% de produ-
¢do.) '"H RMN (DMS Od-6): consistente com a estrutura proposta.

Exemplo 13

A solugéo do composto sintetizado no Exemplo 12 em acetonitri-
la (10,0 mg/4 mL) foi adicionada a um tubo de teste de quartzo seguido por
pulverizacdo com N, durante 30 minutos. Uma solugdo desgaseificada de
matéria-prima de LiIOH em H>O (0,596 mg/0,60 mL) foi adicionado gota a
gota. A solugao reacional tornou-se amarelo escuro e foi desgaseificada com
N, durante 30 minutos. O tubo de teste de quartzo foi colocado em fotorrea-
tor iluminado com bulbos de luz de 300 nm. A solugéo reacional foi irradiada
durante 45 minutos e pulx)‘erizada com N.. Esta reagéao foi repetida 12 vezes.
As misturas reacionais combinadas foram diluidas com acetato de etila (200
mL) seguido por lavagem com NH4CI saurado (50 mL), H,O (50 mL), sal-
moura (50 mL) e secagem sobre Na,SO, para fornecer o co_m'p‘os:‘tb do titulo.

Exemplo 14

A um frasco seco contendo o composto sintetizado no Exemplo
13 (0,150 mmol) foi adicionado K.CO3; seco (61 mg) e DMF anidroso (4 mL).

Uma solucao de trifluorometanossulfonato de 4-nitrofenila em DMF anidroso
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(61 mg/1,3 mL) foi adicionado a mistura reacional em temperatura ambiente.

A solucdo amarelo-marrom resultante foi agitada em temperatura ambiente

sob N durante 1 hora. Em seguida a mistura foi diluida com acetato de etila

(100 mL) seguido por lavagem com NH4Cl aquoso saturado (2 x 20 mL), H20
(5 x 20 mL), salmoura (2 x 20 mL) e secada sobre Na;SO4. Apos éoncentra-
¢do, o produto foi purificado por meio de cromatografia instantanea, eluindo
com acetato de etila -CH2Cl, (30:70) para fornecer o composto do titulo (50
mg, 38% de producao total durante as ultimas duas etapas). 'H RMN (DM-
S0Od-6): cohsiste’nte com a estrutura proposta.

Exemplo 15

A um frasco contendo o composto sintetizado no Exemplo 14
(50 mg, 0,057 mmol) foi adicionado MeOH (5 mL) e trietilamina (29 uL, 0,205
mmol) seguido por purga com N,. Em seguida Pd(OH),/C (95 mg) foi adicio-
nado sob Noa. Um baldo carregado com gas de hi'dro.génio foi adicionado i-
mediatamente e o frasco foi purgado com iidrogénio 4 vezes. A reagéao foi
deixada prosseguir dura‘nte 3 horas. A mistura foi filtrada através de uma
almofada de Celite e o residuo foi lavado por MeOH (2 x 10 mL). O filtrado
foi concentrado e diluido com acetato de etila (50 mL). A solugéo foi lavada
com HO (3 x 10 mL) e salmoura (10 mL), e secada sobre Na;SO4. Apés
concentragdo, o composto do titulo foi obtido (33 mg); ele foi usado na etapa

seguinte sem outra purificagao.
Exemplo 16
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Para sintetizar o Composto J de férmula (1) mostrado acima, a

um frasco seco contendo o composto sintetizado no Exempld 15 (2 mg,

—~0,0469 mmol) foi adicionado tetraidrofurano anidroso (1,1 mL). Uma éolugéo

de (S)-2,5-dioxopirroI'idin-I-i|-2-hidréxi-3fmetilbutanoato (11,1 mg, 0,0516
mmol) em tetraidrofurano anidroso (0,3 mL) foi adicionada a uma mistura |
reacional em temperatura ambiente. A mistura reacional foi agitada em tem-
peratura ambiente sob N, durante 2 horas. A mistura reacional foi diluida
com CHxCl, (50 mL) seguido por lavagem com NaHCQj; saturado (2x 5 mL),
H>O (5 mL) e salmoura (5 mL), e secégem sobre NaSO4. Apds concentra-
¢do, o produto final foi purificado por meio de cromatografia instanténea, elu-
indo com MeOH-CH,Cl, (3:9) para fornecer o composto do titulo (19 mg,
58% de produgao). Espectro de massa (ESI) m/z: 697,2 (M+l). '"H RMN
(DMSQOd-6): consistente com a estrutura proposta.

Exemplo 17
Inibicdo de Varias Linha(i"e;ﬁg Celulares pelo Composto J

Diversas linhagens de célula de tumor representando cancer de
mama, pulmao, cdlon, ovario e prostata bem como melanoma foram ensaia-
das sob condi¢cdes de desenvolvimento padrao na presenga de quantidades
varidaveis de diazonamida A, uma forma hidroxilada de Composto J, Com-
posto J, paclitaxel e vinblastina. Os resultados sdo representados como a
concentracdo que diminui o crescimento por um fator de dois (Glso) na figura
1. Na caixa mostrada na figura 1, AB-4 é a forma hidroxilada de Composto J
e AB-5 é Composto J. Como mostrado, todos os farmacos testados tiveram
concentracdes Glso muito baixas na linhagem de célula de tumor de mama
MDA-MB-435, porém diazonamida A, Composto J e vinblastina foram mais

eficazes do que os farmacos restantes com respeito a MDA-MB-231. Em
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pulmao e colon, a forma hidroxilada de Composto J foi menos eficaz do que
os farmacos restantes. Todos os farmacos testados tiveram Glse°S (Unico

digito nM) muito baixas na linhagem de célula de ovario OVCARS, porém o

paclitaxel foi significantemente menos eficaz do que o restante para quatro
farmacos contra as linhagens de célula de ovario IGR-OVI e SKMEL-2. Em
melanoma, Composto J e sua forma hidroxilada foram menos eficazes do
que os farmacos restantes, porém nas linhagens de célula da prostata PC-3
e LnCAP, todos os farmacos funcionaram bem. (A forma hidroxilada de

Experimentos adicionais testando o efeito de Composto J e pa-
clitaxel sobre a sobrevivéncia de linhagem de célula de tumor ovariano
PTX10 sao mostrados na figura 2. Plotados contra a concentragao adiciona-
da, estes resUItados mostram que o Composto J € mais eficaz do que o pa-
clitaxel na reducdo da percentagem de sobrevivéncia >de células. Na figura 2,
os circulos representam o Composto J e os diamantes representam paclita-
xel.

Exemplo 18
Farmacocinéticos

O Composto J foi injetado intravenosamente em camundongos
contendo crescimento de tumores de xenoenxerto de células de céncer de
mama MDA-MB-435. A concentragdo intratumoral de Composto J foi avalia-
da como uma funcgao dé tempo. Os resultados sdo mostrados na figura 3.
Como sumariado, a meia-vida terminal deste composto é de 297,6 minutos,
a area sob a curva é de 3010224 min* ng/ml e o volume de distribuicéo é de
2,9 Ikg. |

Exemglo 19
Atividade in vivo

Como mostrado nas figuras 4A e 4B, o Composto J é compara-
vel ao paclitaxel na inibicdo de crescimento de xenoenxertos de HCT116 e
xenoenxertos de PC-3. |

Detalhes da preparagao de modelos de murino contendo xeno-

enxertos de células HCT 116 ou células PC-3 sdo descritos na secdo se-
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guindo estes exemplos. Apds os tumores serem desenvolvidos, terapia utili-
zando o Composto J ou paclitaxel foi iniciada. Como mostrado na figura 4A,
20 mg/kg de Composto J administrado IV torna mais lento o crescimento de
tumor de uma maneira similar ao paclitaxel na mesma concentragao. Na fi-
gura 4 A, 0 *'s representam camundongos de controle, os quadrados repre-
sentam 5 mg/kg de Composto J; 0s diamantes representam 20 mg/kg de
Composto J; e a linha inclinada representa 20 mg/kg de paclitaxel. Como
observado, paclitaxel e Composto J em concentragdes similares fornecem
curvas similares de inibicdo de crescimento: Além disso, quatro de 10 ani-
mais usados no estudo ficaram livres de tumores durante mais de cinco me-
ses e nao experimentaram nenhuma perda de peso;

De um modo similar usando células PC-3 como o xenoenxerto,
novamente 20 mg/kg de Composto J ou paclitaxel significantemente inibiram
o crescimento de tumor. Na figura 4B, os quadrados sdo o controle, os circu-
los escuros sao os pontos de dados para o Composto J e os diamantes cla-
ros sao os pontos de dados para o paclitaxel.

Exemplo 20
Efeito sobre a Proliferacao de Neutréfilo e Contagens Celulares

Como mostrado na figura 5, embora o paclitaxel resulte em uma
redugéb de contagens de neutrdfilo em medula dssea e em sangue periféri-
co em dosagens de 5 mg/kg e 20 mg/kg, o Composto J nestas conceiiira:
¢Oes nao tem nenhum efeito sobre estas contagens celulares.

Além da avaliagao do efeito sobre tumores, o efeito de paclitaxel
e Composto J sobre os neutréfilos em medula éssea e sangue foram obti-
dos. Como mostrado na figura 5A, embora o paclitaxel em 20 mg/kg signifi-
cantemente reduza as contagens e neutréfilo em medula éssea, uma dose
comparavel de Composto J ndo teve nenhum efeito. Os dados sédo forneci-
dos como o numero de células GR1+ em um fémur,

Na figura 5B, similarmente, a contagem de neutréfilo em sangue
periférico é enormemente reduzida tanto por 5 mg/kg quanto 20 mg/kg de
paclitaxel, porém nnao é significantemene afetada por quantidades similares

de Composto J. Estes dados sao tabulados como ANC (célula/ml).
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Os dados obtidos para inibicao de crescimento em xenoenxertos

para o Composto J quando comparado ao paclitaxel séo mostrados abaixo.
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Os detalhes do protocolo para' os Exemplos 19 e 20 sao como
segue: |
Materiais Requeridos:

e Células de tumor de prostata PC3 e células de tumor de c6-
lon HCT116 (adquiridas do repositdrio de tumor Division of Canber Treat-
ment e Diagnosis (DCTD)) do NCI '

e Meios de RPMI Completo

- RPMI (Cat N? 11875-085, Invitrogen)

- 10% de Soro Bovino Fetal inativado por calor~(30'
56°C) (Cat N2 100-106, Gemini Bio-Products).

- 2 mM L-glutamina (Cat N° 25030-081, Invitrogen)

- 0,imM de MEM Solugdo de Aminoacidos N&o-
Essenciais (Cat N 1140-050, Invitrogen)

- 10 U/ml de Penicilina / 10 pg / ml de Estreptomicina
(Cat N°15140-122, Invitrogen) | ’

- 1 mM de Piruvato de Sédio (Cat N9 1360-070)

e Tripsina-EDTA (Cat N°25300-054, Invitrogen)

e Salina Tamponada por Fosfato livre de Ca*Mg?*, dextrose a
5% em agua

e Prato de Cultua Celular de 150 mm X 25 mm (Cat N¢
430599, Corning, fiic:)

e Pipetas de 10 e 25 ml, auxiliar de pipeta padrao, pontas de
pipeta p200 e p1000 e pipetador padrao v

e Camundongos nus NCr-nu/nu atimicos em 6-12 semanas de
idade, ou sexo (cédigo de linhagem: 01B74, NCI Frederick Animal Producti-
on Program - fornecedores incluem Charles River Labs e Taconic Farms).
Camundongos fémea de aproximadamente 7 semanas de idade foram utili-
zados para experimentos existentes.

e Seringa de tuberculina de 1 ¢® padrdo, agulhas 30G1/2 e
25G5/8 (Becton Dickinson)

e Tubos de 5 ml Falcon (Cat N°352054)

e Tubos conicos plasticos descartaveis de 50 e 15 ml (Falcon
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ou vendedor similar) - _

e Solugao Azul Tripano (0,4%) (Cat N"-’T8154, Sigma)

e Hemacitdmetro de contraste de fase Hausser (Cat N° 027
671-54, Fisher) | |

o Balde de gelo _

o Balanca para pesar camundongos (precisa até 0,2 g)

e Compassos de calibre Vernier.

e Facilidade de vivario livre de patégenos (camundongos nus

devem ser alojados em isolamento de carmundongos-convencionais se pos-

sivel - salas separadas ou gaiolas micro-isoladoras equipadas com fluxo de

ar individual; alojamento, leito, agua de todos os animais devem ser autocla-

vados antes do uso; ragao de camundongo irradiada padrao deve ser usada;
os animais devem ser trocados de gaiolas dentro coifa de fluxo Iaminar; in-
vestigadores que manipulam os camundongos devem ser adequadamente
trajados com roupao, touca, butim, luvas, mascara)
e Composto AB-5 (Composto J)
e Alcool etilico, 200 provas (Aaper, MFD 041205)
o Cremaphbr (Cat N2 C5135, Sigma)
~« Paclitaxel (Cat N°ANP0010, Polymed Therapeuticé)

Procedimento : | -

S 1) Rapidamente descongelar células PC3 ou HCTI 16 (se neces-
sario) em banho de agua a 37°C. Transferir os conteudos para 9 ml de mei-
os de RPMI completos. Giro 5' a 1200 rpm (240Xg). Descartar os meios e
ressuspender o pélete em 8 mi meios de RPMI completos. Semear em pra-
tos de cultura celular de 100 mm X 25 mm em CO2 a 5%, incubador umidifi-
cado a 37°C.

2) Permitir o crescimento durante 5-10 dias, dividir (aspirar os
meios, lavar com 3-5 ml de PBS, adicionar 1 mi de tripsina-EDTA, incubar 3-
5' a 37°C, adicionar meios em volume desejado e transferir para multiplas
placas) 1:8 a 1:10 a cada 3-4 dias quando necessério para permitir as célu-
las entrarem na fase de crescimento logaritmico.

3) Quando as células estiverem bem-desenvolvidas, comecar a
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expandir para pratos de 150 mm X 25 mm. Usa-se 20 ml de meios em um
prato de 150 mm e usa-se 2 ml de tripsina para :diviséo. Quando quase con-
fluente, deve existir 2X10’ células/150 mm do prato.

4) Planejar a frente para a chegada do momento de camundon-
gos nu/nu de modo que eles possam aclimatar-se a facilidade anirﬁal duran-
te 1 semana antes da injecao de células de tumor. Durante este tempo, rétu-
lo de orelha ou mascara de acordo com a pratica padrao para Vivarium).

5) Coletar células PC3 ou HCTI 16 quando vocé prognosticar ja
ter células suficientes para o numerc total de camundongos em estudo (Nu-
mero total de camundongos = 7 camundongos/grupo X total N2 grupos - gru-
pos sugeridos: controle de veiculo, Paclitaxel controle positivo, AB-5 + até 5
camundongos adicionais para prover variagao em taxa de retirada de xeno-
enxerto; isto é, 26 camundongos). Planejar injetar 10 milhdes de célu-
las/camundongo e prover a perda de células/volume 'durar.\te 0 processo de
injecdo. Isto é, se 30 camundongos devem ser injetados, planejar coletar
células suficientes para pelo menos 35 injegdes - 35 X 10 milhdes de células
= 3,5 X 10°® células. No experimento de HCTI 16 existente, 7,5 células X10°
foram injetadas por camundongo. Cinco camundongos por grupo form utili-
zados para tratamento de AB-5 e quatro vcamundongos por grupo foram utili-
zados para o controle e tratamentos com paclitaxel. No experimento de PC3
existente, 10” células foram injetadas. Seis camundongos por grupo foram
utilizados para o tratar'ne.nto de controle e cinco camundongos por grupo fo-
ram utilizados para os tratamentos com AB-5 e paclitaxel. Tamanhos de gru-
po menores foram necessarios devido a limitagdes em disponibilidade de
AB-5. |

‘ 6) Coletar células como para dividir nas etapas 2 e 3 acima. E
proveitoso coletar apenas 10 pladas em um momento e colocar as células
coletadas sobre gelo quando alguém necessitar processar um grande nume-
ro de placas para um unico experimento. Lavar as placas com veiculos adi-
cionais 1-2 vezes além dos veiculos usados para diluir tripsina e coletar célu-
las inicialmente. As células de 10 placas com lavagens associadas conforta-

velmente ajustar-se-do em um cénico de 50 ml. Todas as etapas devem ser
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conduzidas usando células e técnicas assépticas e a centrifuga deve ser
mantida fria em todo o procedimento.

7) Uma vez que todas as células foram coletadas, girar 5' 1200
rpm (240Xg). Ressuspender os péletes em 5-10 mi de RPMI simples (livre
de soro e aditivo). Agrupar os péletes e em seguida contar a populagao de
células agrupadas diluida em concentragao adequada para bontagem. Con-
tar 50 W + 50 pl de azul tripano em um hemacitdmetro padrao. Girar as célu-
las como antes e repetir a lavagem livre de soro mais duas vezes para asse-
gurar completa remoc¢ao do soro. Pode ser proveitoso dividir as células no-
vamente em multiplos tubos cdnicos de 50 ml para contagem e lavagens,
porém estar seguro de agrupar novamente em um unico tubo para giro final.

8) Ressuspender o pélete celular, levando em consideragédo o
volume do pélete sozinho, em 4 X 10’/ml em meios livres de soro. Pipeta-
gem ou suave centrifugacao é aceitavel.

9) Empregar as células sobre gelo para vivario onde os camun-
dongos devem estar ja em gaiolas prontas para injecao. _

10) Extrair 0,8-0,9 ml de células para dentro de seringa de tuber-
culina gelada. Acoplar agula de 25G e cuidadosamente rebentar as bolhas
de modo que 0,7 ml de células permanega na serinja pronta para injetar.
Deixar as células restantes sobre gelo.

11) Manualmente reprimir os camuhdongos com a mao esquer-
da, mantendo o rabo e a pele atras da cabeca firmes de modo que o camun-
dongo nao possa mover-se, porém seja ainda capaz de respirar. Esfregar a
pele a ser injetada com com esfregao com alcool e puxar uma area de pele
solta. Biselar sobre a agulha, suavemente inserir a seringa e a agulha con-
tendo as células exatamente sob a pele do camundongo e lentamente injeta
0,2 ml de células (1 X 107 células). Area de injegdo deve formar um &rea au-
mentada sob a pele. Substituir os camundongos em gaiolas.

12) Iniciar as medicdes de tamanho de tumor com compassos
de calibre Vernier (medir o comprimento e largura e calcular o volume como
(L X W?)/2 trés dias apds a injecdo. Também medir o peso do camundongo.

Em geral, os pesos do camundongo devem ser medidos ao mesmo tempo
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todos os dias (dentro de 1-2 horas) para evitar a flutuacdo diaria esperada.
Medir o volume do tumor pelo menos mais urﬁa vez em intervalos de 2-3
dias para estar seguro de que o volume do tumor eta crescendo. A terapia
pode ser iniciada quando o volume do tumor estiver entre 150-250 mm®.
Este ponto deve ser atingido dentro de 5-10 dias de ihjegéo.de
inicial. Ndo usar camundongos cujos tumores estao significantemente fora '
desta faixa. A terapia foi iniciada 5 dias ap0s a inje¢cao de tumor para o expe-
rimento de PCS existente e 8 dias apds a injecao de tumor para o experi-

mento de HCT116 existente.

13) Antes do primeiro dia de terapia, aliquotar os compostos pa-
clitaxel e AB-5/Composto J em aliquotas de dose individual. Deve ser possi-
vel estimar o peso de camundongos no primeiro de terapia com base nos
pesos medidos durante o periodo de crescimento de tumor inicial. Aliquotar
suficiente composto por tubo para o numero de camUndohgos em grupo de
tratamento + 1,5-2 doses extras. Tanto o paclitaxel quanto o Composto J sdo
dados a 20 mg/kg. Minimizar a perda de composto e maximizar a precisao,
pesou-se 20-30 mg de composto e dissolve-se em etanol. Aliquotas de
quantidade de composto desejadas sao entdo pipetadas em tubos individu-
ais e secadas sob vacuo. As aliquotas sdo armazenadas dessecadas a -
20°C em Teflon ou tubos de vidro. |

14) No primeiro dia“de terapia, aleatorizar os camundongos do
grupo, de modo que o volume de tumor médio por grupo € consistente. Se
usar machos, pode ser necessario utilizar gaiolas multiplas visto que é desa-
conselhavel reagrupar camundongos nu/nu machos com camundongos
nu/nu novos por causa de briga. |

} 15) Preparar uma solugao de matéria-prima de 1:1 cremafor:
etanol. Preparar o Composto J e paclitaxel para inje¢cdo primeiro dissolvendo
em 20 pl/dose de cremafor: etanol com vigorosa centrifugagéo ou sonicagao,
como necessario. Diluir em dextrose a 5%, tal que a concentragdo final de
cremafor:etanol seja de 10% (isto é, adicionar 180 ul de dextrose a 5% por
dose). Centrifugar para misturar. A solugao seré ligeiramente viscoso. Pacli-

taxel pode requerer concentragao ligeiramente mais elevada de excipiente
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para permanecer em solugéo (até 20% final). Nos experimentos de HCTI 16
e PC3 existentes, 20% de excipiente foi utilizado para a formulagéo de pacli-
taxel e 10% para a formulagao AB-5. ,

16) Aduecerd rabo usando uma lampada quente de 150W. Es-
colheu-se aquecer apenas o rabo, porém técnicas padrao usadas por vivario
sao finas. Colocar o camundongo em um Tailveiner. Esfrégar a veia com
esfregdo com alcool e lentamente injetar 0,2 ml durante 5 segundos.

17) Seis doses devem ser administradas em um intervalo de dia
sim dia ndo (q2dX6). Nos experimentos de HCTI 16 e PC3 existentes, as
doses foram dadas Segunda/Quarta/Sexta durante duas semanas (q2-
3dX6). |

18) Camundongos devem ser pesados e a dose recalculada pa-
ra cada dose.

19) Volume de tumor e peso deve ser medido a cada 3-4 dias
(Segunda/Sexta) durante diversos meses apos a injecdo de tumor. Os ca-
mundongos de controle devem atingir 20 mm em maior didmetro (ponto ne-
cessitando sacrificio em nossa facilidade) dentro-de 30-40 dias. Tanto o pa-
clitaxel quanto o Compoétod devem causar significante regressdo com cu-

ras em 40 - 80% dos camundongos.

PR
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REIVINDICAGOES
1. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a formula

ou os sais farmaceuticamente aceitaveis ou conjugados do mesmo.

2. Composto de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pe-
lo fato de que é na forma de um sal farmaceuticamente aceitavel.

3. Conjugado de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o composto de férmula 1 é acoplado a um agente de alve-
jamento.

4. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende como ingrediente ativo o composto como definido na reivindica-
¢do 1, e também inclui um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

5. Uso do composto como definido na reivindicagédo 1, ou uma
composicéo farmacéutica do mesmo, caracterizado pelo fato de ser no pre-
paro de um medicamento para o tratamento de doengas proliferativas em um
individuo.

6. Método para sintetizar um composto de férmula:
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ou uma forma protegida do mesmo, tendo um grupo de protecao em lugar de
um hidrogénio em pelo menos um nitrogénio de anel, com um éster ativado
de acido (S)-2-hidréxi-3-metilbutansico ou uma forma protegida do mesmo,
tendo um grupo de protegdo no grupo 2-hidroxila; seguido por remogao de
quaisquer grupos de protegdo que estavam presentes no grupo amina ou
hidroxila.

7. Método de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo
fato de que o éster ativado de &cido (S)-2-hidroxi-3-metilbutanéico € o éster
de N-hidroxissucinimida de acido (S)-2-hidroxi-3-metilbutandico, que € trata-

do com um composto de formula:

8. Composicédo para o tratamento de doencas proliferativas em
um individuo, caracterizada pelo fato de que compreende uma quantidade
eficaz do composto como definido na reivindicagdo 1 ou uma composi¢ao

farmacéutica do mesmo.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "ANALOGOS DE DIAZONAMIDA A, CONJUGADO,
COMPOSICAO FARMACEUTICA, USO E METODO PARA SINTETIZAR
OS MESMOS".
A presente invengao refere-se a um analogo de diazonamida A
especifico e seus sais e conjugados, que sdo eficazes no tratamento de do-

engas proliferativas.
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