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RESUMO
“DERIVADOS DE TRIAZINA, COMPOSIGOES CONTENDO TAIS
DERIVADOS, E METODOS DE TRATAMENTO DO CANCRO E DE DOENCAS
AUTOIMUNES USANDO TAIS DERIVADOS”

Descrevemos compostos da férmula geral (I) seguinte: em que
X ¢é fltor ou cloro; Y é oxigénio, enxofre, ou um grupo
amino; R é um grupo amino, hidroxilo, sulfonamida, ou
carboxamida ou um seu anédlogo de N-monometilo ou N-
dimetilo; m € um numero inteiro de 2 a 6, € n é um numero
inteiro de 0 a 2. 0Os compostos podem ser usados para o

tratamento de certos cancros e doencas autoimunes.
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DESCRICAO
“DERIVADOS DE TRIAZINA, COMPOSICOES CONTENDO TAIS
DERIVADOS, E METODOS DE TRATAMENTO DO CANCRO E DE DOENCAS
AUTOIMUNES USANDO TAIS DERIVADOS”

Referéncia cruzada a aplicag¢do relacionada

Esta aplicacdo reivindica o beneficio prioritédrio da

Aplicacdo No. 60/924,111, depositada em 30 abril, 2007.

Area da invencédo

A presente invencdo relaciona-se com compostos da seguinte

férmulac

em que X é fluor ou cloro; Y é oxigénio, enxofre, ou um
grupo amino; R é um grupo amino, hidroxilo, sulfonamida, ou
carboxamida ou um seu anadlogo de N-monometilo ou N-
dimetilo; m é um numero inteiro de 2 a 6; e n é um numero
inteiro de 0 a 2. 0s compostos podem ser usados para o0

tratamento de certos cancros e doencas autoimunes.

Antecedentes da invencdo

O cancro refere-se a mais do gue uma centena de formas
clinicamente distintas da doenca. Quase todos os tecidos do
corpo podem originar cancro e alguns podem mesmo originar
varios tipos de cancro. O cancro ¢é caracterizado por um

crescimento anormal de células gque podem invadir o tecido



de origem ou disseminar-se para outros locais. De facto, a
gravidade de um <cancro particular, ou o grau de
malignidade, é baseada na propenséao das células
cancerigenas para a invasdo do tecido da vizinhanca e para
a disseminacdo. Isto ¢é, varios cancros humanos (e.g.,
carcinomas) diferem apreciavelmente guanto a sua capacidade
de se disseminarem de um local ou tumor primédrio, e de se
metastizarem através do corpo. Efetivamente é o processo de
metastizacdo do tumor que é prejudicial a sobrevivéncia a
longo prazo do paciente com cancro. Um cirurgido pode
remover um tumor Pprimadrio, mas um cancro gue se tenha
metastizado alcanca frequentemente demasiados locais para
permitir uma cura cirurgica. Para metastizar com sucesso,
as células cancerigenas tém de se gseparar da sua
localizacédo original, invadir um vaso sanguineo ou
linf4tico, wviajar na circulacdo até um novo local, e

estabelecer um tumor ai.

Os doze principais cancros sdo os cancros da prdéstata, da
mama, do pulmdo, colorretal, da bexiga, linfoma de néo
Hodgkin, wuterino, melanoma, do rim, leucemia, ovarico, e
pancredtico. 0 melanoma € um cancro principal e um problema
de saude global crescente em virtude da sua capacidade de
metastizar na maioria dos oérgdos no corpo gue incluem
ndédulos linfaticos, pulmdes, figado, cérebro, e osso. O
resultado clinico para pacientes com metastizacdo em locais
distantes é significativamente pior do que agquele visto com
metédstases do ndédulo 1linfético regional. O tempo de
sobrevivéncia médio para pacientes com metdstases no pulméo
¢ de onze meses enquanto para pacientes com metastases no
figado, no cérebro, e no osso é de qguatro meses. Quatro
tipos de tratamento tém sido usados para metastases
distantes do melanoma: cirurgia, terapia de radiacéo,
quimioterapia, e imunoterapia. A cirurgia ¢é o mais

frequentemente usada para melhorar a qualidade de vida de



um paciente, tal como a remocdo de uma metidstase que esteja
a obstruir o trato gastrointestinal. A terapia de radiacéo
tem algum grau de eficdcia no controlo local das
metadstases, mas estd primariamente limitada a metédstases
cutdneas e/ou do ndédulo linfatico. Um numero de agentes
quimioterapéuticos tem sido avaliado para o tratamento do
melanoma metastédtico. No entanto, somente dois farmacos
citotdéxicos sdo capazes de alcancar uma taxa de resposta de

10% ou mals. Estes farmacos sdo a decarbazina (DTIC) e as

nitrosoureias. Somente a DTIC estd aprovada para O
tratamento do melanoma na maioria dos paises.
Subsequentemente, a falta de efeitos clinicamente

significativos, benéficos, a longo prazo da cirurgia, da
terapia de radiacdo, e da guimioterapia para o tratamento
do melanoma metastédtico tem levado ao uso de imunoterapia.
Até agora, a maioria da atencdo tem sido dada as citocinas
interleucina-2 e interferdo-uo. Ensaios clinicos tém
originado melhores resultados com a interleucina-2 mas, em
média, somente 15% dos pacientes com melanoma metastédtico
exibem uma reducdo significativa na carga do tumor em

resposta a interleucina-2.

Similares ao melanoma, outros cancros tornam-se um Ssério
risco de wvida logo que a metastizacdo ocorra. O cancro
de

o\

pancreatico origina uma probabilidade de 3
sobrevivéncia para além de um ano apbds metastizacdo (e.g.,
primeiro diagndéstico). Esta aumenta somente para 18% apds
tratamento com o fAdrmaco citotdéxico gemcitabina e para 24%
apds tratamento com gemcitabina, tarceva, e o inibidor de
cinase rFCE. O cancro da préstata pode ser controlado com
sucesso por cirurgia ou radiacdo desde gque o cancro esteja
confinado a prdéstata. Mas existe pouco tratamento eficaz
disponivel logo que a metastizacdo ocorra, especialmente se

a terapia de privacdo de androgénio falha.



Outros cancros podem ser mais eficazmente tratados com
agentes quimioterapéuticos que ndo o melanoma, O Cancro
pancredtico, ou da prdéstata. 0Os agentes quimioterapéuticos,
no entanto, sofrem de duas grandes limitacodes.
Primeiramente, 0s agentes quimioterapéuticos ndo sédo
especificos em relacédo as células cancerigenas e
particularmente em altas doses eles sdo tdéxicos para
células normais que se dividem rapidamente. Em segundo
lugar, com o tempo as células cancerigenas desenvolvem
resisténcia aos agentes quimioterapéuticos néao
proporcionando desse modo beneficio adicional ao paciente.
Como mencionado para o melanoma, outras modalidades de
tratamento tém sido exploradas para resolver as limitacbes
surgindo do uso de agentes quimioterapéuticos. Mesmo assim,
estes tratamentos adicionais tém tido sucesso limitado no
tratamento de outros cancros. Exemplos de tratamentos
adicionais contra o cancro e das suas limitacdes incluem
cirurgia (incapacidade de remover completamente metastases
extensivas), radiacéo (incapacidade de distribuir
seletivamente a radiacdo as células cancerigenas), e
imunoterapia (o0 uso de <citocinas téxicas com eficécia
limitada). Por esta razdo, outras abordagens terapéuticas
mais novas estédo sob exploracéo (e.g., agentes
antiangiogénese, agentes da apoptose, terapia de gene) mas
estes tratamentos estdo, relativamente falando, na sua
infédncia. Portanto, existe ainda uma necessidade para novas
abordagens exemplificadas por novos agentes
gquimioterapéuticos que sejam eficazes (e.g., reducdo do
tamanho do tumor ou da disseminacdo das metdstases), tenham
toxicidade limitada no tratamento do cancro, prolonguem o
tempo de desenvolvimento de resisténcia a farmacos, ou

qualguer sua combinacédo.

A EP 1479397 Al relaciona-se com um agente antideméncia que

usa um inibidor do canal de ©potdssio BEC 1 como o



ingrediente ativo. E dito que o inibidor do canal de
potédssio BEC 1 tem uma acdo para melhorar disttrbios da
aprendizagem e ¢é Util <como um agente preventivo ou
terapéutico para doencas, preferencialmente deméncia, nas
quais o canal de potédssio BEC 1 seja considerado como
estando relacionado. E igualmente dito gque um composto
tendo 2,4,6-triamino-1,3,5-triazina tem uma acdo inibidora

do canal de potédssio BEC 1.

A WO 9710887 Al relaciona-se com conjugados de afinidade
ligando-matriz compreendendo um ligando, cujo ligando estéa
anexado a uma matriz de suporte, opcionalmente através de
uma braco espacador interposto entre a matriz e o ligando.
O ensinamento deste documento relaciona-se para além disso
com estes conjugados de afinidade ligando-matriz e a sua
preparacdo e uso na purificacdo de materiais proteinaceos
tais como e.g. imunoglobulinas, insulinas, Fator VII, ou
Hormona do Crescimento humano ou seus andlogos, derivados e

fragmentos e precursores.

A CA 2216486 Al diz respeito a compostos de triazina, seus
sals de adicdo &acida farmaceuticamente aceitédveis e formas
estereoquimicamente isoméricas, para o fabrico de um
medicamento para o tratamento de sujeitos sofrendo de

infecdo pelo VIH (Virus da Imunodeficiéncia Humana).

A CA 2578995 Al descreve compostos de triazina que se diz
serem Uteis na ligacdo na porcgdo de cauda ou Fc de
imunoglobulinas e assim tém utilidade naquelas aplicacbes
que requerem a Iinteracdo da ligacdo ndo covalente de uma
molécula com a porgcdo Fc das imunoglobulinas. Tais
aplicacdes incluem a detecédo e purificacédo das
imunoglobulinas bem como o tratamento de certas doencas

autoimunes.



Sumdrio da invencédo

Numa forma de realizacdo sdo proporcionados compostos,
composicBes contendo tais compostos, e usos de tais

compostos em métodos de fabrico de medicamentos.

Estes compostos, composicdes e medicamentos podem atuar
através de um mecanismo Util com toxicidade reduzida para o
tratamento de pelo menos alguns cancros. Embora eles possam
ser usados sozinhos para tratar o cancro, um tratamento
mais eficaz pode compreender o uso dos compostos em
combinacdo com outros farmacos ou terapias anticancro. O
uso dos compostos em combinacédo com agentes
quimioterapéuticos pode proporcionar um método potencial
para resolver as limitacdes mencionadas acima gque surgem
com O uso da quimioterapia: toxicidade do féarmaco e
resisténcia ao féarmaco. Assim, os compostos podem ser
relativamente menos todxicos do que outros agentes
gquimioterapéuticos, como evidenciado pela citotoxicidade da
célula e dados de animais, e o seu diferente mecanismo de
acéo deve atenuar a resisténcia ao farmaco
quimioterapéutico, especialmente se a dose do agente
quimioterapéutico puder ser diminuida gquando usado em
combinacdo com compostos da presente invencdo. 0Os compostos
podem ser usados no fabrico de um medicamento para o

tratamento do cancro.

Além disso, estes compostos, composicdes e medicamentos
podem atuar através de um mecanismo Util de acdo com
toxicidade reduzida para o tratamento de pelo menos algumas
doencas autoimunes. Embora eles possam ser usados sozinhos
para tratar a doenca autoimune, um tratamento mais eficaz
pode compreender o uso dos compostos em combinacdo com
outros farmacos ou terapias anti-inflamatdérias. Os
compostos podem ser usados no fabrico de um medicamento

para o tratamento da doenca autoimune.



Aspetos adicionais da invenc&do serdo aparentes a uma pessoa
perita na técnica a partir das seguintes descricdo e

reivindicacbes.

Breve descrigcdo dos desenhos

A Figura 1 mostra o efeito do composto V na adesdo de
células PC-3 numa variedade de substratos: (A) laminina,

(B) matriz de membrana basal MATRIGEL™, ou (C) colagénio.

A Figura 2 mostra os efeitos antitumor num melanoma
primario Bl6F10 de diferentes compostos. Os efeitos do
composto I, do composto II, ou da doxorrubicina sé&o
comparados na Fig. 2A. Os efeitos do composto V ou do

citoxano s&do comparados na Fig. 2B.

A Figura 3 mostra os efeitos antitumor da administracéo
intravenosa do composto II, do composto IV, do composto V,

ou da ciclofosfamida num tumor da mama DA-3.

A Figura 4 mostra os efeitos antitumor da administracéo
intravenosa de combinacdes de compostos num tumor da mama
DA-3. 0Os efeitos do composto II, da ciclofosfamida, e da
ciclofosfamida + composto II s&o comparados na Fig. 4A. Os
efeitos do composto I, da ciclofosfamida, e da
ciclofosfamida + composto I s&o comparados na Fig. 4B. Os
efeitos do composto v, da ciclofosfamida, e da

ciclofosfamida + composto V sdo comparados na Fig. 4C.

A Figura 5 mostra a eficdcia antitumor da administracédo
oral de cisplatina sozinha comparada com a combinacdo do

composto VII e da cisplatina num tumor da mama DA-3.

A Figura 6 mostra a eficacia antitumor do composto I, do
composto II, do composto V, ou do é&cido acetilsalicilico

num mastocitoma P815.



A Figura 7 mostra a eficdcia antitumor do composto II num
tumor do pulmdo LL/2. 0Os efeitos do composto II e da
cisplatina s&o comparados na Fig. 7A. O0Os efeitos do
composto II sozinho, da ciclofosfamida sozinha, e da

ciclofosfamida + composto II sdo comparados na Fig. 7B.

A Figura 8 mostra a eficédcia antitumor do composto II, do
composto III, do composto VII, ou da ciclofosfamida num

tumor do pulmido LL/2.

A Figura 9 mostra a eficacia antitumor do composto II, do

composto V, ou da gemcitabina num tumor pancredtico PANO0Z2.

A Figura 10 mostra a eficacia antitumor de compostos num
tumor da préstata PC-3: composto II sozinho (Fig. 1034),
combinacdo de ciclofosfamida + composto II (Fig. 10B), e
comparacdo do composto V com a combinacdo de ciclofosfamida

+ composto V (Fig. 10C).

A Figura 11 mostra o efeito do composto V na inibicdo da

PGE,; liberta pela inducdo de LPS de células J774A.1.

A Figura 12 mostra o efeito do composto I na mortalidade de

camundongos NZB x NZW.

A Figura 13 mostra o efeito da administracdo intravenosa do
composto I no desenvolvimento da hipersensibilidade do tipo
atrasada (HTA): desafio primdrio (Fig. 13A) e desafio

secundario (Fig. 13B).

A Fig. 14 mostra o efeito da administracdo intravenosa do
composto II no desenvolvimento da hipersensibilidade do
tipo atrasada (HTA): desafio primdrio (Fig. 14A) e desafio

secundario (Fig. 14B).



A Figura 15 mostra o efeito da administracdo oral do
composto IV ou do composto V na inflamacdo como medida pela

espessura do ouvido apds HTA.

A Figura 16 mostra o efeito da administracdo oral do
composto III no desenvolvimento da hipersensibilidade do
tipo atrasada (HTA): desafio primdrio (Fig. 16A) e desafio

secundario (Fig. 16B).

A Figura 17 mostra o efeito da administracdo intravenosa do
composto X ou do composto XI na inflamacdo como medida pela

espessura do ouvido apds HTA.

A Figura 18 mostra o efeito da administracdo oral do
composto I, do composto IV, ou do composto V na artrite

induzida por adjuvante (AIA).

A Figura 19 mostra o efeito da administracdo intravenosa do
composto II ou do composto V na contagem de gldbulos

brancos induzida por lipopolissacarideo (LPS).

A Figura 20 mostra o efeito da administracdo intravenosa do
composto II ou do composto V na producdo de diferentes
mediadores soluveis num modelo de rato de bolsa de ar duas
horas apdés inducdo por lipopolissacarideo (LPS): FNTa (Fig.
20A), PGE, (Fig. 20B), LTBs; (Fig. 20C), ou MCP-1 (Fig.
20D) .

A Figura 21 mostra o efeito da administracdo intravenosa do
composto II ou do composto V na producdo de diferentes
mediadores soluveis num modelo de rato de bolsa de ar doze
horas apdés inducdo por lipopolissacarideo (LPS): FNTa (Fig.

21A) ou PGE, (Fig. 21B).
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A Figura 22 mostra a inibicdo do dano macroscédpico do cdlon

distal pelo composto V.

A Figura 23 mostra o efeito do composto V em sinais

clinicos de encefalomielite autoimune experimental (EAE).

Descricdo de certas formas de realizacgcdo da invencdo

Os compostos da presente invencdo, ou seus derivados
farmaceuticamente aceitédveis, sdo descritos pela seguinte

férmula:

N N N
H H

em que X & F ou Cl;
Y &€ NH, 0, ou S;
R ¢é NH;, OH, SO;NH,, SO,N(CH3)H, SO3N(CHs),, ou
CONH;y;
mé 2, 3, 4, 5 ou 6; e
n é 0, 1 ou 2 no qual um fragmento de dois carbonos

(n = 2) pode ser representado por

CH: -~
- Ekt?i

Fa para 2 = H ou OH

Em formas de realizacdo preferenciais, um ou mais dos

seguintes pode-se aplicar:
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F; e/ou
NH ou 0O; e/ou
= NH,, OH, SO;NH,, ou SOZN(CH3)2; e/ou

=4, 5 ou 6; e/ou
2.

S5 8 M KX
I

A presente invencdo diz respeito além disso a um composto

da seguinte foérmula:

F ou Cl;
NH, O, ou S;
NH,, OH, F ou Cl;

em que

um numero inteiro de 2 a 6; e

S 8 XM KX

é
é
é
é
é

um numero inteiro de 0 a 2

para o tratamento do cancro ou para o tratamento de uma

doenca autoimune num paciente humano com necessidade dele.

Uma forma de realizacdo preferencial deste aspeto da

invencdo é o composto XII mostrado abaixo.

Particularmente preferenciais s&o os compostos I-XI gque tém

as seguintes estruturas:



Composto Estrutura
' |3 HNWNH:
l Q .:w/k‘.u o
P
i i
¥ T e
1 é N/LQN SCNK
o o, 1
R ~
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IS g (o ::
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v H N o
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L
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W,‘H ] §
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X N
OSSPV
’NWW
F °
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Embora alguns compostos sejam descritos pela férmula geral
acima, seréd apreciado por gqualquer um perito na técnica que
certas modificacbdes estruturais gue se encontram fora da
férmula, mas que sdo em todo o caso 6bvias, estdo dentro do
dmbito desta invencdo. Por exemplo, & possivel sintetizar
compostos descritos pela férmula acima mas gue néo
contenham uma substituicdo de halogéneo no anel de fenilo.
Tais compostos foram fabricados, mas observou-se gue eram
geralmente mais tdéxicos do que compostos de triazina
substituidos por monocloro ou fluorofenilo. Similarmente,
compostos de triazina substituidos por dihalofenilo estéo
dentro do é&ambito da presente invencdo. Adicionalmente,
embora a fédrmula geral descreva compostos de fenetilo para-
substituidos (amino, hidroxilo, sulfonamida, etc.), é
possivel que tais substituintes possam ser também
fabricados em posicdes orto ou meta da porcdo de anel de
benzeno da fracdo de fenetilo. Finalmente, a porcdo de
etileno da fracdo de fenetilo substituido pode ser
substituida por um fragmento de etileno insaturado ou uma
estrutura ciclica fundida (anel com cinco ou seis membros)
com o anel de benzeno para introduzir uma estrutura com
menos graus de liberdade do que a fracdo de fenetilo ou uma

alternativa mais rigidificada.

Uma nova abordagem ao tratamento do cancro reside na
descoberta de compostos que sdo eficazes na reducdo do
tamanho do tumor e/ou da disseminacdo da metastizacdo e que
podem também reduzir a inflamacdo. Os compostos da presente
invencdo podem satisfazer este requisito de uma tal nova
classe de compostos Uteis para o tratamento do cancro. Isto
é, compostos que exibem simultaneamente propriedades
anticancro e anti-inflamatdérias significativas oferecem uma
potencial abordagem em duas frentes que se direciona quer
para células do tumor geneticamente instéaveis (alta taxa de

mutacdo e subsequente resisténcia a quimioterapia), quer
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para células geneticamente normais presentes no tecido

inflamado.

Esta abordagem em duas frentes ao tratamento do cancro é
tornada mais atraente pela percecdo crescente de que existe
uma ligacdo entre inflamacdo crdénica e o subsequente
desenvolvimento do cancro. Esta inflamacdo créénica &, por
seu turno, frequentemente o resultado de infecdo viral ou
bacteriana persistente e sem risco de vida (no momento). De
facto, a etiologia de numerosos cancros especificos pode
estar diretamente ligada a patogéneos especificos. Por
exemplo, o virus do papiloma humano, o virus da hepatite B
ou C, e o virus de Epstein-Barr sdo fatores de risco para o
cancro cervical, para o carcinoma hepatocelular, e para as
desordens linfoproliferativas respetivamente. A H. pylori é
um dos principais contribuintes para o cancro gastrico. Foi
mais recentemente descoberto que a doenca periodontal
(gengiva), uma condicdo inflamatdéria crdénica associada a
presenca de um numero mais alto de bactérias na boca, esta
ligada a um risco significativamente maior de desenvolver

cancro pancreéatico.

A ligacdo entre cancro e 1inflamacdo parece ter as suas
raizes ao nivel molecular. Moléculas associadas com a
inflamacdo, ou uma resposta imune prdé-inflamatdria, estéo
ligadas a progressdo do cancro. Por exemplo, o fator de
necrose tumoral (FNTa) pode ser considerado como a mais
importante das citocinas pro-inflamatdérias uma vez que
regula a producdo de outras citocinas pré-inflamatédrias
(e.g. IL-1, IL-6, IL-8, e FEC-GM). Interessantemente, altas
doses de FNTa administradas a animais carregando tumores
apresentam atividade anticancro. Isto ndo se tem, no
entanto, traduzido em atividade anticancro significativa em
humanos como evidenciado por um ensaio clinico de fase I

com FNToa recombinante. Mais importante, o FNTa & expresso
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numa gama de tumores humanos e a sua presenca € geralmente
associada a mau progndstico. De facto, parece que
concentracdes relativamente baixas de FNTo enddgeno
cronicamente produzido no microambiente do tumor
intensificam o desenvolvimento e a disseminacdo do tumor.
Isto ¢é, esta atividade anticancro do FNTa ¢é somente
observada a concentracdes suprafisioldgicas desta citocina.
Outra molécula, ou conjunto de moléculas de proteina, para
a qual foi recentemente formulada a hipdtese de
proporcionar uma ligacdo entre cancro e inflamacdo é o
fator de transcricdo FN-rkB. O FN-kB, uma familia de
proteinas de ligacdo ao ADN, pode ser o ativador
transcricional mais forte nas células de mamifero. Este
fator de transcricdo ativa a biossintese de um numero de
proteinas que inclui varias citocinas pré-inflamatdrias
(incluindo o FNTa) e guimiocinas. Como mencionado acima
para o FNTa, muitos cancros tém elevada atividade do FNxB.
Trabalho com um numero de modelos de camundongo esclareceu
o mecanismo pelo qual a ativacdo sustentada do FENxB pode
ligar a inflamacdo a promog¢do e progressdo do tumor. Este
trabalho foi recentemente revisto por Karin & Greten
(Nature Immunology, 5: 749-759, 2005). Exemplos de doencas
autoimunes que podem ser tratadas incluem artrite (e.g.,
artrite reumatoide ou psoriédtica), psoriase, doenca de
Crohn, doenca inflamatéria do intestino, espondilite
anquilosante, sindroma de Sjogren, doenca de  Still
(sindroma da ativacdo dos macrdéfagos), esclerose multipla,
uveite, escleroderma, miosite, sindroma de Reiter, sindroma
de Wegener, lupus eritematoso sistémico (LES), purpura
trombocitopénica imune (PTI), glomerulonefrite, e

vasculite.

Uma indicacdo da capacidade dos compostos da presente
invencdo em visar pelo menos uma das ligac¢des moleculares

descritas acima entre cancro e inflamacéao, FNTo, é
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demonstrada nos Exemplos 21 e 22. Nestes exemplos, ¢&
mostrado em ensaios baseados em células (células WEHI-13VAR
e J774A.1) que os compostos da presente invencdo podem
antagonizar a atividade pré-inflamatdria do FNTa. Isto é&,
estes compostos podem inibir o efeito do FNTa como
determinado pela sua capacidade de inibirem a apoptose ou
citotoxicidade induzida pelo FNTa na linha celular WEHI-
12VAR e de inibirem a producdo do FNTa induzida por LPS na
linha celular J774A.1.

Outra indicacdo da capacidade dos compostos da presente
invencdo em visar outras ligacdes moleculares descritas
acima entre cancro e inflamacdo, metabolitos do &cido
araquidénico, é demonstrada no Exemplo 28. Neste exemplo, é
mostrado num modelo de bolsa de ar induzido por LPS que oS
compostos da presente invencdo induzem uma 1inibicdo da
producdo da prostaglandina E, (PGE;) e do leucotrieno By
(LTB,) . Adicionalmente as suas propriedades pro-
inflamatérias estd bem documentado que a via eicosanoide é
ativada no cancro da préstata, da mama, e do cdlon. Os
metabolitos da ciclooxigenase (COX; prostaglandina) e da
lipoxigenase (LOX; leucotrieno) contribuem para a
progressdo da doenca através da promocdo da proliferacéo,
motilidade, invasdo, e angiogénese das células. Isto &,
estes compostos ©podem inibir o cancro e as doengas
inflamatdérias pelo seu efeito inibidor na producdo da PGE;
e do LTB; como determinado pela sua capacidade de inibiram

a inflamacdo induzida por LPS no modelo de bolsa de ar.

Os compostos da presente invencdo incluem todos o0s
derivados farmaceuticamente aceitéveis, tais como sais, bem
como quaisquer isbdmeros ou enantidmeros geométricos. Podem
ser preparadas formulacdes do composto ativo de modo a
proporcionar uma composicéo farmacéutica numa forma

adequada para administracéo enteral, mucosal (e.qg.
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sublingual, pulmonéaria, e retal), parenteral (e.qg.
intramuscular, intra-arterial, intradérmica, subcutdnea, e
intravenosa), ou tépica (e.g., pomadas, cremes, e locdes).
Em particular, os compostos da presente invencdo podem ser
solubilizados num solvente de &lcool ou de poliol (e.g.,
ésteres de polioxietileno SOLUTOL® HS 15 do &cido 12-
hidroxiestedrico da BASF, glicerol, etanol, etc.), solucédo
aquosa de mono ou dissacarideos, ou gqualquer outro solvente
biocompativel tal como sulféxido de dimetilo (DMSO) ou dleo
de ricino polietoxilado CREMOPHOR EL® (também da BASF). A
formulacdo pode, onde apropriado, ser convenientemente
apresentada em unidades de dosagem discreta e pode ser
preparada por qualquer um dos métodos bem conhecidos na
técnica da formulacdo farmacéutica. Todos o0s métodos
incluem o passo de reunir o ingrediente farmacéutico ativo
com transportadores 1liquidos ou transportadores sdlidos
finamente divididos ou ambos caso seja necessidrio. Quando
apropriado, as formulacdes acima descritas podem ser
adaptadas de modo a proporcionarem a libertacdo sustentada
do ingrediente farmacéutico ativo. Formulacdes de
libertacdo sustentada bem conhecidas na técnica incluem o
uso de uma injecdo por bdlus, infusdo continua, polimeros

biocompativeis, ou lipossomas.

Escolhas adequadas em quantidades e regulacdo de doses,
formulacdo, e rotas de administracdo podem ser feitas com
os objetivos de alcancar uma resposta favordvel no mamifero
(i.e., eficécia), e evitar toxicidade indevida ou outro
dano nele (i.e., seguranca). Portanto, “eficaz” refere-se
as tais escolhas que envolvem a manipulacdo rotineira de
condicdes para alcancar um efeito desejado: e.g., reducéo
da morbidade ou da mortalidade de um paciente com um cancro
ou doenca autoimune; diminuicdo do crescimento ou da

metastizacdo das células cancerigenas; alteracdo do ciclo
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ou apoptose das células; reducdo ou de outro modo melhoria
do ferimento no tecido associado a uma resposta imune aos
constituintes do corpo (6érgdos e tecidos como gléandula
adrenal, olho, rim, figado, ©pulmido, pancreas, sistema
nervoso, pele, articulacdo sinovial, tiroide, etc.);
restauracdo do estado imunoldédgico ou normalizacdo de uma
desordem/condicdo patoldgica do mamifero (titulo de
anticorpos, subconjuntos de células imunes, sinalizacdo por
citocinas ou guimiocinas, complexos imunes de anticorpo-
antigénio, etc.); remocdo de anticorpos livres e/ou de
complexos 1imunes de anticorpo-antigénio da circulacdo;
melhoria dos indicios laboratoriais da doenca autoimune
(concentracdo ou quantidade absoluta de mediadores soluveis
da inflamacdo, presenca de autoanticorpos, proliferacédo
celular, etc.); aumento da eficédcia da terapia convencional
com farmacos quimioterapéuticos ou anti-inflamatdérios; e
suas combinac¢des. Em particular, os efeitos deletérios do
tratamento quimioterapéutico ou anti-FNTa convencional
podem ser evitados. O mamifero pode ser um animal ou um

paciente humano.

A guantidade de composto administrado ¢é dependente de
fatores tais como, por exemplo, biocatividade e

biodisponibilidade do composto (e.g., meia-vida no corpo,

estabilidade, e metabolismo); propriedades guimicas do
composto (e.qg., peso molecular, hidrofobicidade, e
solubilidade); rota e programa de administracédo; e

similares. Serd também entendido gque o nivel de dose
especifica a ser alcancado para qualqguer paciente
particular pode depender de uma variedade de fatores,
incluindo idade, saude, historial médico, peso, combinacio

com um ou mais compostos, e gravidade da doenca.

0O termo “tratamento” refere-se, inter alia, a reducdo ou

melhoria de um ou mais sintomas do cancro ou da doenca
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autoimune. Para um dado paciente, a melhoria de um sintoma,
0O seu agravamento, regressdo ou progressdo pode ser

determinado por uma medida objetiva ou subjetiva.

Finalmente serd apreciado por aqueles peritos na técnica
que a referéncia aqui ao tratamento se estende a profilaxia
bem como a terapia de um cancro ou doenca autoimune
estabelecida. Assim, por exemplo, 0s compostos da presente
invencdo poderiam ser usados apds remocdo cirurgica do
tumor primério ou antes da cirugia ou quimioterapia
agressiva ou mesmo quando O paciente estivesse em remissédo.
A falta relativa de toxicidade dos compostos observada nos
estudos de camundongo in vivo (e.g., como observado nos
exemplos anexados) quando comparada com terapias padréo
contra o cancro permite melhor uso profildtico do que seria
aconselhdvel com terapias convencionais. Similarmente, os
compostos da presente invencdo podem ser usados em
combinacdo com outros modos de tratamento do cancro ou da
doenca autoimune existentes ou agentes usados para o
tratamento do cancro (e.g., fadrmacos citotdxicos,

inibidores da angiogénese, imunoestimulantes, inibidores de

cinase de proteinas) ou doenca autoimune (e.qg.,
corticoesteroides anti-inflamatérios, fadrmacos anti-
inflamatérios néao esteroides, metotrexato, FARMDs,

bioldégicos tais como proteina recombinante ou anticorpo
monoclonal). Exemplos de agentes quimioterapéuticos que
podem ser usados com um ou mais compostos da invencéao
incluem decarbazina, doxorrubicina, daunorrubicina,
ciclofosfamida, vinblastina, vincristina, bleomicina,
topotecano, irinotecano, taxotero, taxol, 5-fluorouracilo,
gemcitabina, cisplatina, carboplatina, oxaliplatina,
satraplatina, e clorambucilo. Exemplos de agentes
terapéuticos que podem ser usados com um ou mais compostos
da invencédo incluem aqueles que bloqueiam a ligacdo do FNTo

ao seu recetor ou subsequente transducdo de sinal (e.g.,
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proteinas recombinantes que se ligam especificamente ao
FNTa, anticorpos anti-FNTo, recetores sollveis do FNTq,
compostos ndo proteindceos que tém menos do que 1000 PM). A
dose do composto a ser administrado irda ser em UuUltima
andlise a discricdo do oncologista, reumatologista, ou
outro médico. Em geral, a dose estard na gama de cerca de 1
a cerca de 75 mg/kg por dia. Mais preferencialmente, a gama

serd de cerca de 2 a cerca de 50 mg/kg por dia.

Os seguintes exemplos ilustram adicionalmente a préatica
desta invencdo mas ndo se destinam a ser limitantes ao
dmbito da presente invencdo como especificado pelas

reivindicacdes anexadas.

Exemplos

A sequéncia sintética geral para a preparacdo dos compostos
Uteis na presente invencdo estd delineada na rota 1 ou na
rota 2 (Esquema 1). A rota 1 ilustra a reacdo do cloreto
ciantrico com a haloanilina para dar o intermedidrio de
dicloro-triazina. Arilo ou aralquiloamindas foram depois
adicionadas seguidas das algquiloaminas. A rota 2 demonstra
a preparacdo do intermedidrio de dicloro-triazina como na
rota 1 seguida primeiramente pela reacdo com alquiloaminas
e depois pela adicdo de arilo ou aragquiloaminas. O tltimo

passo foil a remocdo dos grupos protetores.
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Reagentes: (A) haloanilina, acetona/agua, -10°C - t.a.; (b)
alquilodiamina ou alcanolamina ou ticalquiloamina,

NaHCOs/H,0/THF/acetona, t.a.; (c)

H,N R, NaHCO3,

acetona/H,0; (d)
alquilodiamina ou alcanolamina ou tioalquiloamina,

THF /MeOH, 130°C/10 min, micro-ondas; (e)

H,N m{,(:ﬁz},,, R, E4N,
' THF, 65°C; (f)

14

remocdo do grupo protetor (onde aplicével).

Instrumentacdo

Todos os cromatogramas de CLAR e espetros de massa foram
registados num instrumento Agilent CL-EM HP 1100 usando um
detetor de matriz de diodo. Foi wusada uma coluna C18
analitica (75 x 4,6 mm, 5 microns) com um gradiente de

acetonitrilo-4gua 1%-40% contendo ATE a 0,01% em 6 min e um
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caudal de 2 mL/min (método 1), uma coluna Cl8 analitica (75
x 4,6 mm, 5 microns) com um gradiente de acetonitrilo-4gua
15-99% contendo ATF a 0,01% em 6 min e um caudal de 2
mL/min (método 2), uma coluna Cl8 analitica (75 x 4,6 mm, 5
microns) com um gradiente de acetonitrilo-agua 0,1%-20%
contendo ATF a 0,01% em 5 min e um caudal de 1mL/min
(método 3), ou uma coluna Cl1l8 analitica (75 x 4,6 mm, 5
microns) com um gradiente de acetonitrilo-&dgua 1%-50%
contendo ATF a 0,01% em 5 min e um caudal de 1 mL/min

(método 4).

Exemplo 1: Sintese do composto I (exemplo representativo da

rota 1)

Y
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Cloreto ciantrico (10,0 g, 54,2 mmol) foi adicionado em
pequenas porc¢des a uma mistura arrefecida (-10°C) de &gua
(50 mL) e acetona (50 mL). Uma solucdo da 3-fluorocanilina
(5,2 mL, 54,2 mmol) em acetona (50 mL) foi adicionada
lentamente ao longo de 50 min, mantendo-se a temperatura da
reacdo abaixo de -5°C. A reacdo foi depois agitada a
temperatura ambiente durante uma hora. O pH da reacdo foi

ajustado de 2 a 8 com bicarbonato de sédio aquoso saturado
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(200 mL), e a agitacdo foi continuada durante 30 min
adicionais. O s6lido precipitado foi recolhido por
filtracdo, lavado com &gua e seco in vacuo. Isto deu 2,4-
dicloro-3-fluorofeniloamina-1,3,5-triazina como um sdélido
branco: 13,3 g, rendimento de 94%; g RMN (400 MHz, ds-
pMso): & 6,97 - 7,01 (1 H, m), 7,38 - 7,43 (2 H, m), 7,52 -
7,55 (1 H, m), 11,25 (1 H, la); EMBR (IEP): m/z 259 (MH+);
CLAR (método 2): 4,1 min. O produto foi usado no préximo
passo sem purificacdo adicional. Este derivado de dicloro-
triazina (6,4 g, 24,7 mmol) foi dissolvido em THF (70 mL) a
temperatura ambiente e foi tratado com uma solucdo de 5-
(tert-butoxicarboniloamino)pentiloamina (7,5 g, 37,0 mmol)
numa mistura de acetona (50 mL) e agua (50 mL). A solucédo
resultante foi depois tratada com Dbicarbonato de sdédio
aquoso saturado (70 mL). A reacdo foi agitada a temperatura
ambiente durante 2,5 h a 3 h. A mistura foi depois
concentrada in vacuo, diluida com &gua, e extraida com
acetato de etilo. Os extratos orgdnicos combinados foram
lavados com cloreto de sdédio aquoso saturado, HCl aguoso a
2 M, cloreto de sdédio saturado, bicarbonato de sdédio
saturado, e cloreto de sdédio saturado, depois secos
(sufalto de magnésio-carvido vegetal), filtrados através de
terra diatomédcea CELITE, e concentrados in vacuo até 200
mL. Esta solucdo foi vertida, com agitacdo, em 1,2 L de
hexano e o precipitado foi recolhido por filtracdo, lavado
com hexano, e seco 1in vacuo para originar o derivado de
monocloro-[1,3,5]triazina como um sélido branco: 6,6 g,
rendimento de 63%. 'H RMN (400 MHz, ds-DMSO): o 1,23 - 1,30
(2 H, m), 1,31 - 1,56 (2 H, m), 1,34 (9 H, s), 1,44 - 1,56
(2 H, m); 2,85 - 2,91 (2 H, m), 3,20 - 3,30 (2 H, m), 6,70

6,77 (1L H, m), 6,79 - 6,85 (1 H, m), 7,25 - 7,33 (1 H,
m), 7,38 - 7,43 (1 H, m), 7,67 - 7,75 & 7,76 - 7,85 (1 H,
la), 8,14 - 8,21 & 8,22 - 8,30 (1 H, la), 10,05 - 10,11 &
10,15 - 10,26 (1 H, la); EMBR (IEP): m/z 425 (MH+), 447 (MH
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+ Na); CLAR (método 2): 4,5 min. Uma solucdo de monocloro-
triazina (6,6 g, 15,6 mmol) em THF (300 mL) foi tratada com
tiramina (6,4 g, 46,7 mmol) e trietiloamina (77,7 mmol,
10,9 mol). A reacdo foi aquecida a 65-70°C durante 16 hr a
60 hr, depois arrefecida até a temperatura ambiente e
concentrada in vacuo. O residuo foi extraido com acetato de
etilo e filtrado. O filtrado foi lavado com HC1l agquoso a 1
M, cloreto de sdédio saturado, bicarbonato de sbédio aquoso
saturado, e cloreto de sdédio saturado, depois seco (sufalto
de magnésio-carvido vegetal), filtrado através de terra
diatomdcea CELITE, e concentrados in vacuo. O residuo foi
depois dissolvido em éter (150 mL) e esta solucdo foi
adicionada gota a gota a 1,4 L de hexano com agitacéo
vigorosa. 0O sdélido precipitado foi recolhido por filtracédo
e seco 1in vacuo para originar o derivado de tri(amino-
substituido)-[1,3,5]triazina como um sdélido esbranquicado:
6,5 g, rendimento de 80%. 'H RMN (400 MHz, ds-DMSO): & 1,21
- 1,29 (2 H, m), 1,32 - 1,41 (2 H, m), 1,34 (9 H, s), 1,44
- 1,54 (2 H, m), 2,65 - 2,71 (2 H, m), 2,88 (2 H, dt, J =
6,5, 6,5 Hz), 3,15 - 3,27 (2 H, m), 3,33 - 3,42 (2 H, m),
6,61 - 6,70 (1L H, m), 6,67 (2 H, d, J = 8,5 Hz), 6,71 -
6,76 (1 H, m), 6,84 - 7,02 (1 H, m), 7,01 (2 H, 4, J = 8,5
Hz), 7,16 - 7,23 (1 H, m), 7,39 - 7,47 (1 H, m), 7,87 -
7,91 (1 H, m), 8,92 - 8,94 & 9,00 - 9,06 (1 H, 2 x la),
9,13 (1 H, s); EMBR (IEP): m/z 526 (MH+), 548 (MH + Na);
CLAR (método 2): 2,9 min. Uma solucdo do composto protegido
por Boc (6,5 g, 12,4 mmol) em HCl a 4 M/1l,4-dioxano (100
mL) e é4gua (10 mL) foi agitada a temperatura ambiente
durante 2 hr. 0Os solventes e o acido em excesso foram
evaporados in vacuo e os vestigios de A4gua foram removidos
por coevaporacido (x 2) com isopropanol (25 mL). O residuo
seco foi dissolvido em isopropanol (25 mL) e a solucdo foi
adicionada gota a gota a éter (450 mL) com agitacéo

vigorosa. O sé6lido precipitado foi recolhido por filtracéo,
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seco 1in vacuo, e depois dissolvido em &gua isenta de
pirogéneos (800 mL), filtrado (0,22 pm), e liofilizado para
dar o composto desprotegido I como um sdélido esbrangquicado:
5,5 g, rendimento de 89%. 'H RMN (400 MHz, d,-DMSO): & 1,26
- 1,35 (2 H, m), 1,47 - 1,57 (4 H, m), 2,64 - 2,73 (4 H,
m), 3,32 - 3,55 (5 H, m, CH, + NHs+), 6,63 (2 H, d, J = 8,5
Hz), 7,81 - 7,93 (3 H, m), 8,15 - 8,25, 8,40 - 8,60, 9,10 -
9,30, 10,25 - 10,40 & 10,55 - 10,65 (2 H, la); "'F RMN
(376,5 MHz, CD3OD): & -114,50 a -113,84 (1 F, m); EMBR
(IEP): m/z 426 (MH+), 448 (MH 4+ Na); CLAR (método 2): 1,6

min.

Exemplo 2: Sintese do composto V (exemplo representativo da

rota 2)
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A 2,4-dicloro-4-fluorofeniloamino-1,3,5-triazina foi

preparada de acordo com o Exemplo 1 usando 4-fluoroanilina
(18 mL, 190 mmol) em substituicdo da 3-fluoroanilina para
originar um sdélido branco: 44,3 g, rendimento de 90%; g
RMN (400 MHz, ds-DMSO) ©O; EMBR (IEP): m/z 259 (MH+); CLAR
(método 2): 4,0 min. A dicloro-triazina (44,2 g, 0,2 mol)
foi acoplada com tiramina (35,1 g, 0,3 mol) de acordo com O
Exemplo 1 com tiramina em substituicdo da 5-(tert-

butoxicarboniloamino)pentiloamina para originar um sdélido
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branco: 56,1 g, rendimento de 91%; EMBR (IEP): m/z 360
(MH+), 382 (MH + Na); CLAR (método 2): 3,7 min. Uma solucéo
de monoclorotriazina (15,0 g, 41,8 mmol) e 1,5-
diaminopentano (24,5 mL, 209 mmol) em tetrahidrofurano (125
mL) e metanol (60 mL) foi dividida em nove porc¢des. Cada
porcdo foi aquecida num dispositivo de quimica de micro-
ondas a 130°C durante 10 min. As porcdes foram depois
recombinadas, concentradas in vacuo, e o residuo dissolvido
em acetato de etilo. A solucdo de acetato de etilo foi
lavada com &gua e com cloreto de sdbédio saturado, e depois
extraida com HCl aquoso a 2 M. O extrato aquoso foi lavado
com acetato de etilo, depois alcalinizado com bicarbonato
de sdédio aquoso saturado. O precipitado foi extraido com
acetato de etilo e os extratos foram lavados com cloreto de
sédio saturado, depois secos (sufalto de magnésio-carvéao
vegetal), filtrados através de terra diatomédcea CELITE, e
concentrados in vacuo. O residuo foi dissolvido em metanol
(300 mL), e a solucdo foi tratada com uma solucdo de HC1l a
1 M em éter (60 mL) e a solucdo foi concentrada in vacuo. O
residuo foi dissolvido em isopropanol quente (150 mL) e
esta solucdo foi adicionada gota a gota a éter (1,5 L) com
agitacdo vigorosa. 0O sdélido precipitado foi recolhido por
filtracdo, seco 1in vacuo, e depois dissolvido em &gua
isenta de pirogéneos (1,6 L), filtrado (0,22 pm) e
liofilizado para dar o composto V como 0O seu sal de
hidrocloreto: 14,9 g, rendimento de 72%; pf 130 - 133°C; g
RMN (400 MHz, D,O) & 1,16 - 1,27 (2 H, m), 1,37 - 1,54 (4
H, m), 2,53 - 2,64 (4 H,L m), 2,76 - 2,83 (2 H, m), 3,09 -
3,17 (2 H, m), 3,21 - 3,48 (2 H, m), 6,56 - 6,64 (2 H, m),
6,85 - 7,02 (4 H, m), 7,16 - 7,27 (2 H, m); F RMN (376,5
MHz, CDsOD): & -118,1 a -116,0 (1 F, m); EMBR (IEP): m/z
426 (MH+); CLAR (método 2): 1,6 min.
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Exemplo 3: Composto II

O composto acima foi preparado de acordo com o Exemplo 1
usando 4-[2-aminocetilo]benzeno-sulfonamida em vez de
tiramina. Sélido branco, rendimento de 77%; pf 145 - 147°C;
'H RMN (400 MHz, D,0) & 1,14 - 1,26 (2 H, m), 1,33 - 1,44
(2 H, m), 1,46 - 1,55 (2 H, m), 2,64 - 2,84 (4 H, m), 3,04
- 3,15 (2 H, m), 3,33 - 3,56 (2 H, m), 6,68 - 6,84 (1 H,
m), 6,88 - 6,99 (1L H, m), 7,09 - 7,32 (4 H, m), 7,44 - 7,63
(2 H, m); °F RMN (376,5 MHz, CD:OD): & -114,50 a -113,81 (1
F, m); EMBR (IEP): m/z 489 (MH+); CLAR (método 2): 1,6 min.

Exemplo 4: Composto III

O composto acima foi preparado de acordo com o Exemplo 2
usando N,N-dimetilo-4-[2-aminoetilo]benzeno-sulfonamida em
vez de tiramina. A N,N-dimetilo-4-[2-aminoetilo]benzeno-
sulfonamida, a qual foi sintetizada como se segue: Uma
solucdo de 4-[2-aminoetilo]benzenosulfonamida (26,5 g, 0,1
mol) em DMF anidro (120 mL) foi tratada com anidrido
ftdlico (23,5 g, 0,2 mol), e a reacdo foi aquecida a 70°V
durante 4 hr. A reacdo foi arrefecida até a temperatura
ambiente e 1,1 -carbonilodiimidazol (21,5 g, 0,1 mol) foi
adicionado em pequenas porcdes, e a reacdo foi agitada a
temperatura ambiente durante a noite. O solvente foi
evaporado in vacuo, e o residuo foi lavado com &gua, seco,
e triturado com acetato de etilo para dar o composto
protegido pelo ftaloilo como um sdélido branco: 38,1 g,
rendimento de 89%; 'H RMN (400 MHz, d¢-DMSO) & 2,98 (2 H,
t, J=17,0 Hz), 3,82 (2 H, t, J= 7,0 Hz), 7,29 (2 H, s),
7,38 (2 H, 4, J = 8,0 Hz), 7,69 (2 H, t, J= 8,0 Hz), 7,76
- 7,84 (4 H, m); EMBR (IEP): m/z 331 (MH+), 348 (MH + Na);
CLAR (método 2): 2,9 min. Uma solucdo do composto protegido
pelo ftaloilo (12,7 g, 38,6 mmol) em DMF anidro (120 mL)
sob N, a 0°C foi tratada com NaH (dispersdo de 66% em 6leo;

3,5 g, 88,8 mmol) em pequenas porcdes ao longo de 15 min e
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a reacdo foi agitada sob N, a 0°C durante uma hora.
Iodometano (4,8 mL, 77,2 mmol) foi depois adicionado gota a
gota ao longo de 15 min e a reacdo foi agitada sob N, a 0°C
a temperatura ambiente durante a noite. A suspensdo amarela
resultante foi vertida em gelo/&4gua (1,4 L), e foi agitada
durante 30 min. O precipitado foi recolhido por filtracéo,
lavado sequencialmente com &gua, hexano, e éter e depois
seco 1in vacuo para dar o derivado de N,N-dimetilo-
benzenosulfonamida como um sdélido branco: 11,3 g,
rendimento de 81%; EMBR (IEP): m/z 359 (MH+), 34881 (MH +
Na); CLAR (método 2): 3,7 min. Uma solucdo do composto
protegido pelo ftaloilo (11,3 g, 31,5 mmol) e hidrato de
hidrazina (4,6 mL, 44,6 mmol) em etanol a 95% (125 mL) foi
aquecida a refluxo durante 2 hr. O sdélido branco que se
formou foi removido por filtracdo e lavado com etanol. O
filtrado e as lavagens combinadas foram concentrados in
vacuo, e o sbdélido que se formou foi removido por filtracéo
e lavado com etanol. Este procedimento foi repetido trés
vezes e o filtrado final foi evaporado até a secura in
vacuo. O s6lido foi extraido com acetato de etilo. Os
extratos foram concentrados in vacuo para dar a amina livre
como um 6leo amarelo; 4,8 g, rendimento de 67%; 'H RMN (400
MHz, CDsOD) & 2,65 (2 H, s), 2,84 - 2,92 (4 H, m), 7,47 (2
H, 4, J= 8,5 Hz), 7,71 (2 H, 4, J = 8,05 Hz); EMBR (IEP):
m/z 229 (MH+), 251 (MH + Na); CLAR (método 2): 2,3 min.
Este composto foi feito reagir com a dicloro-triazina
seguida da amina de alquilo, e depois desprotegido para dar
o produto final. Sélido branco (2,2 g, 92%); pf 143 -
146°C; 'H RMN (400 MHz, CDsOD) & 1,42 - 1,53 (2 H, m), 1,64
- 1,78 (4 H, m), 2,60 & 2,64 (6 H, 2 x 8), 2,92 - 2,99 (2
H, m), 3,01 - 3,07 (2 H, m), 3,39 - 3,48 (2 H, m), 3,68 -
3,7 (2 H, m), 6,83 - 6,92 (1 H, m), 7,24 - 7,37 (2 H, m),
7,42 - 7,71 (5 H, m); EMBR (IEP): m/z 517 (MH+), 539 (MH +
Na); CLAR (método 1): 4,3 min.
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Exemplo 5: Composto IV

O composto acima foi preparado de acordo com o Exemplo 1
usando 2-[4-aminofenilo]-etiloamina em vez de tiramina.
S6lido amarelo, rendimento de 97%; pf 155 - 158°C; 'H RMN
(400 MHz, D,0) & 1,42 - 1,53 (2 H, m), 1,63 - 1,76 (4 H,
m), 2,87 - 3,02 (4 H, m), 3,40 - 3,48 (2 H, m), 3,62 - 3,77
(2 H, m), 7,07 - 7,15 (2 H, m), 7,28 - 7,38 (3 H, m), 7,40
- 7,49 (1 H, m), 7,52 - 7,63 (2 H, m); EMBR (IEP): m/z 425
(MH+), 447 (MH + Na); CLAR (método 3): 1,9 min.

Exemplo 6: Composto VI

O composto acima foi preparado de acordo com o Exemplo 2
usando 4-[2-aminoetilo]benzamida e 3-fluoroanilina em vez
de tiramina e 4-fluorocanilina, respetivamente. A 4-[2-
aminoetilo]benzamida foi preparada como se segue: Uma
suspensdo de hidrocloreto do &cido 4-[2-aminoetilo]benzoico
(5,0 g, 24,8 mmol) em metanol (200 mL) foi tratada com uma
solucdo de HCl a 4 M em 1,4-dioxano (10 mL, 40 mmol) e a
reacdo foi aquecida a refluxo durante a noite. Os solventes
e o0 acido em excesso foram removidos in vacuo. O residuo
foi triturado com éter e seco in vacuo para dar o éster
como um sdélido branco: (5,5 g, gquantitativo); 'H RMN (400
MHz, CDsOD) & 3,04 (2 H, t, J= 7,0 Hz), 3,21 (2 H, td, J =
7,0, 0,5 Hz), 3,89 (3 H, s), 7,41 (2 H, dd, J = 8,0, 0,5
Hz), 8,00 (2 H, d, J = 8,0 Hz). Uma suspensdo deste sal de
hidrocloreto (5,4 g, 24,8 mmol) em tetrahidrofurano (60 mL)
e metanol (30 mL) foi tratada com diisopropiloetiloamina
(4,8 mL, 27,3 mmol) e dicarbonato de di-tert-butilo (8,1 g,
37,2 mmol). A reacdo foi agitada a temperatura ambiente sob
N, durante 5 hr. 0Os solventes foram evaporados in vacuo € o
residuo foi dissolvido em acetato de etilo. A solucdo foi
lavada com &gua e cloreto de sdédio saturado, depois seca
(sulfato de magnésio), filtrada, e evaporada in vacuo. O

residuo foi triturado com éter frio e seco in vacuo para
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dar o composto protegido como um sélido branco (5,6 g,
81%); EMBR (IEP): m/z 192 (MH+), 302 (MH + Na); CLAR
(método 2): 3,9 min. Uma solucdo do éster (5,6 g, 20,0
mmol) em 1,4-dioxano (36 mL) foi tratada com ambdnia aquosa
saturada (36 mL). A reacdo foi aquecida num tubo selado a
100°C durante a noite. Apdbs arrefecimento, o sdlido
precipitado foi recolhido por filtracédo, lavado com &agua, e
seco in vacuo para dar a amida como um sdélido branco (4,4
g, 82%); EMBR (IEP): m/z 287 (MH + Na); CLAR (método 2):
2,6 min. A desprotecdo do composto de tert-butoxicarbonilo
(4,4 g, 16,5 mmol) foi realizada por uma modificacdo do
procedimento no Exemplo 2 na qual o cosolvente &agua foi
omisso e o s6lido foi seco in vacuo em vez de liofilizado,
para originar um sélido branco (3,3 g, guantitativo); EMBR
(IEP): m/z 165H+), 187 (MH + Na); CLAR (método 2): 0,3 min.
Este composto foi feito reagir com a dicloro-triazina,
seguida da amina de alquilo, e depois desprotegido para dar
o produto final. Sélido branco, 1,0 g, rendimento de 20%;
pf 190 - 192°C; 'H RMN (400 MHz, D,0) & 1,13 - 1,26 (2 H,
my, 1,31 - 1,55 (4 H, m), 2,54 - 2,84 (4H, m), 2,99 - 3,12
(2 H, m), 3,23 - 3,49 (2 H, m), 6,66 - 6,82 (1 H, m), 6,86
- 7,14 (3 H, m), 7,16 - 7,25 (2 H, m), 7,36 - 7,57 (2 H,
m); EMBR (IEP): m/z 453 (MH+); CLAR (método 2): 1,5 min.

Exemplo 7: Composto VII

O composto protegido por Boc (4,8 mmol) foi desprotegido
por uma variacdo do procedimento usado no Exemplo 1. Neste
caso, fol usado HCl1l a 4 M/1,4-dioxano (36 mL) em cloreto de
metileno (30 mL), a 0°C até a temperatura ambiente, para
originar um sélido branco, com baixa densidade, rendimento
de 87%; pf 165 - 168°C; 'H RMN (400 MHz, CDsOD) & 1,40 -
1,51 (2 H, m), 1,62 - 1,44 (4 H, m), 2,87 - 3,04 (4 H, m),
2,93 (2 H, t, J 7,5 Hz), 3,01 (2 H, t, J 6,5 Hz), 3,41 (2
H, t, J0 7,5 Hz), 3,64 - 3,77 (12 H, m), 7,07 - 7,16 (2 H,
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m)y, 7,29 - 7,48 (42 H, m), 7,50 - 7,632 (2 H, m), 7,77 -
7,86 (2 H, m); F RMN (376,5 MHz, CDs0D): & -120,2 a -119,8
(1 F, m); EMBR (IEP): m/z 245 (MH+), 489 (MH + Na); CLAR

(método 1): 3,6 min.

Exemplo 8: Composto VIII

O composto acima foi preparado de acordo com o Exemplo 2
usando 4-aminobenzeno-sulfonamida e 3-fluoroanilina em vez
de tiramina e 4-fluorocanilina, respetivamente. S6lido bege
palido, rendimento de 95%; pf 162 - 163°C; 'H RMN (400 MHz,
cbsob) & 1,47 - 1,56 (2 H, m), 1,67 - 1,78 (4 H, m), 2,95
(2 H, t, J= 17,5 Hz), 3,52 (2 H, t, J="7,0 Hz), 6,92 -
7,00 (1 H, m), 7,29 - 7,42 (2 H, m), 7,60 - 7,78 (1 H, m),
7,82 - 7,95 (4 H, m); 'F RMN (376,5 MHz, CDsOD): & -114,17
a -113,71 (1 F, m); EMBR (IEP): m/z 461 (MH+), 483 (MN +
Na); CLAR (método 4): 3,7 min.

Exemplo 9: Composto IX

O composto acima foi preparado de acordo com o Exemplo 2
usando 4-[2-aminoetilo]benzeno-sulfonamida e 4-
aminobutiloamina em vez de tiramina e 5-aminopentiloamina,
respetivamente. Sélido branco, rendimento de 74%; pf 181 -
184°C; 'H RMN (400 MHz, CDsOD) & 1,65 - 1,77 (4 H, m), 2,93
- 3,04 (4 H, m), 3,42 - 3,54 (2 H, m), 3,68 - 3,78 (2 H,
m), 6,86 - 6,95 (1 H, m), 7,24 - 7,50 (4 H, m), 7,57 - 7,66
(1 H, m), 7,78 - 7,86 (2 H, m); 'F RMN (376,5 MHz, CD:0D) :
5 -116,10 a -115,43 (1 F, m); EMBR (IEP): m/z 475 (MH+),
497 (MN + Na); CLAR (método 1): 3,6 min.

Exemplo 10: Composto X

O composto acima foi preparado de acordo com o Exemplo 2
usando N,N-dimetilo-4-(2-aminoetilo)benzeno-sulfonamida em
vez de tiramina. Sé6lido bege pédlido, rendimento de 57%; pf

290 - 295°C (decomp.); 'H RMN (400 MHz, D,0) & 1,12 - 1,27
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(2 H, m), 1,32 - 1,57 (4 H, m), 2,30 - 2,44 (6 H, m), 2,75
- 2,84 (4 H, m), 3,06 - 3,19 (2 H, m), 3,53 - 3,65 (2 H,
m), 6,98 - 7,04 (2 H, m), 7,17 - 7,35 (3 H, m), 7,37 - 7,48
(2 H, m), 7,52 - 7,58 (1 H, m); EMBR (IEP): m/z 517 (MN +
Na); CLAR (método 2): 1,8 min.

Exemplo 11: Composto XI

O composto acima foi preparado de acordo com o Exemplo 2
usando [t]-octopamina em vez de tiramina. Sélido branco,
rendimento de 36%; pf 122 - 125°C (decomp.); 'H RMN (400
MHz, CDsOD) & 1,36 - 1,43 (2 H, m), 1,50 (2 H, tt, J= 17,0,
7,0 Hz), 1,57 - 1,63 (2 H, m), 2,62 (2 H, t, J= 7,0 Hz),
3,28 - 3,40 (2 H, m), 3,45 (1L H, J = 13,5, 8,0 Hz), 3,54 -
3,63 (1 H, m), 4,67 - 4,75 (L H, m), 6,69 (2 H, d, J = 8,5
Hz), 6,96 - 7,00 (2 H, m), 7,13 (2 H, d, J = 8,5 Hz), 7,56
- 7,67 (2 H, m); EMBR (IEP): m/z 517 (MN +); CLAR (método
1): 3,3 min.

Atividade anticancro

Exemplo 12: Citotoxicidade in vitro de compostos avaliada
em células normais e cancerigenas

Este ensaio foi realizado para determinar o efeito dos
compostos da presente invencdo na citotoxicidade das
células. As células foram incubadas na presenca ou auséncia
dos compostos no seu respetivo meio condicionado. Apds
incubacdo de 24 hr ou de 72 hr, 50 pL de brometo de 3-(4,5-
dimetilo)-2-tiazilo)-2,5-difenilo-2H-tetrazdlio (MTT; 2
mg/mlL) foram adicionados e incubados adicionalmente durante
4 hr. O sobrenadante foi descartado e 100 puL de
dimetilosulféxido (DMSO) foram adicionados. A absorvéncia
foi lida a 270 nm com um leitor de ©placas ELISA

TecanSunrise. O grupo de controlo consistiu em células sem
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compostos e é referido como 100% de células vidveis. A CIgg

foi determinada usando software Prism.

A tabela 1 representa o efeito (CIsg) dos compostos em
linhas <celulares normais (FEHN ou fibroblasto dérmico
humano normal; CEVUH ou célula endotelial da veia umbilical
humana) e cancerigenas (célula do carcinoma da prbstata
humana PC-3; célula do mastocitoma de murino P815) numa
cultura de células com 24 hr ou com 72 hr. Todos os
compostos tém um fraco efeito na citotoxicidade das
células. A utilidade preditiva dos ensaios de
citotoxicidade baseados em células para avaliar a potencial
atividade anticancro in vivo de compostos com linhas
celulares cancerigenas selecionadas estd bem estabelecida
na técnica e o uso de células inteiras, em vez de recetores
de proteinas isolados ou enzimas, proporciona  uma
determinacdo mais confidvel da atividade. Ver, por exemplo,
Paull et al. (J. Nat’'l Cancer Inst. 81l: 1088-1092, 1989);
Monks et al. (J. Nat’l Cancer Inst. 83: 757-766, 1991);
Bandes et al. (J. Nat’l Cancer Inst. 86: 770-775, 1994); e
Kamate et al. (Int’l J. Cancer 100: 571-579, 2002).

Tabela 1. Efeito dos compostos na citotoxicidade de células
normais e cancerigenas em culturas de células com 24 horas

ou 72 horas.

CIso da cultura com 24 horas | CIs; da cultura com 72 horas

Composto FDHN CEVUH PC-3 P815 FDHN CEVUH PC-3 P815
I 56,8 18,8 49,4 34 16,3 10,1 11,8 4,0

II > 100 92,2 32,2 66,5 28,6 38,9 18,5 1,6
ITI nd nd 30,1 13,6 nd nd 27,6 5,5
Iv 82,1 51,3 56,6 33 42,5 > 100 51,9 nd

v 78,6 31,8 43,3 23,5 45,8 > 100 26,8 7,5
VII nd nd 17,7 12,6 nd nd 14,1 4,0
VIII nd nd 31,0 10,9 nd nd 5,2 2,9
XII nd nd nd nd nd nd 9,0 21,7

nd = ndo determinada
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Exemplo 13: Efeito in vitro dos compostos na migracdo ou
invasdo das células PC-3

Um ensaio de migracdo in vitro foi usado para avaliar a
mobilidade das células em duas dimensdes. As células PC-3
foram plaqueada numa placa com 12 pocos e crescidas até a
confluéncia em RPMI + SBF a 10%. Uma vareta de borracha foi
usada para criar uma area desnudada. As células confluentes
foram desativadas por tratamento com mitomicina C (0,5 uM)
a concentracdo usada para prevenir a questdo confusa da
proliferacdo das células e a sintese proteica. Estas
células foram também incubadas na presenca ou auséncia do
fator de crescimento endotelial (FGE) e do composto durante

24 hr, depois elas foram fotografadas.

Os efeitos do FGE e do composto V na migracdo ou invaséo
das células PC-3 no ensaio de migracdo in vitro foram
determinados. O FGE promove a migracdo ou invasdo das
células PC-3 com mitomicina em comparacdo com O controlo
(i.e., nenhum FGE adicionado). A adicdo de diferentes
concentracdes (i.e., 1 pM a 10 uM) do composto V ao meio de
cultura das células produz uma inibicdo da migracdo ou
invasdo das PC-3 induzida pelo FGE. Resultados similares
foram observados com o composto I. A adicdo de diferentes
concentracdes (i.e., 1 pM a 10 uM) do composto I a cultura
de células produz uma inibicdo da migracdo ou invasédo das

PC-3 induzida pelo FGE apds 24 hr de cultura.

Exemplo 14: Efeito in vitro dos compostos na adesdo das
células PC-3 a componentes da matriz extracelular

Um ensaio de adesdo in vitro das células foi usado para
avaliar o efeito dos compostos na adesdo das células
cancerigenas. Placas de microtitulacdo com 96 pocos foram
revestidas durante 1 hr a temperatura ambiente com 50 pL/mL

de ligandos adesivos previamente diluidos até 5 pg/mL para
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a laminina, 10 pg/mL para a matriz de membrana basal
MATRIGEL™, ou 10 pg/mL para o colagénio em TFS. 0Os pocos
foram blogqueados com uma solucdo de BSA a 1% em TEFS (100
pL/poco) durante 1 hr a 37°C. Culturas subconfluentes de
células PC-3 foram incubadas com uma solugcdo a 5 pM de
calceina-AM durante 30 min a 37°C, e depois a calceina-AM
foi eluviada (30 min) por incubacdo das células PC-3 em
meio sem calceina-AM. As células marcadas com calceina-AM
foram tripsinizadas, lavadas, e ressuspensas em tampdo de
adesdo (RPMI-1640, TFS a 10% suplementado com 1 mM de
MgCl,). As células PC-3 marcadas foram pré-incubadas na
auséncia ou presenca de compostos durante 30 min e depois
permitiu-se gque um volume final de 100 pL de células pré-
incubadas se anexasse a 37°C num incubador humidificado
durante 15 min, 30 min, ou 60 min a 37°C. As células né&o
anexadas foram removidas por duas lavagens com TFS e as
células anexadas foram lisadas com 100 pL de uma solucdo de
Triton X-100 a 1%. As placas foram lidas num leitor de
fluorescéncia Tecan GENios Plus com um comprimento de onda
de excitacdo de 485 nm e um comprimento de onda de emisséo
de 530 nm. O numero de células anexadas foi calculado com
base em curvas padrdo. A anexacdo nido especifica de células
(anexacdo a pocos revestidos com BSA) foi sempre menor do

que 5%.

A adicdo de diferentes concentragcdes do composto V no
ensaio de adesdo de células in vitro acima descrito inibe a
adesdo de células PC-3 de uma maneira dependente da dose
numa variedade de substratos: laminina (Fig. 1A), matriz de

membrana basal MATRIGEL™ (Fig. 1B), ou colagénio (Fig. 1C).

Exemplo 15: Efeitos antitumor dos compostos num tumor de
melanoma primario B16F10
Camundongos fémeas C57BL/6 com 6-8 semanas de idade foram

injetados intradermicamente no dia 0 com 50 pL de 3,75 x
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10* células de melanoma B16F10 vidveis de ATCC (fonte da
cultura das c¢élulas, Dr. I.J. Fidler). ©No dia 14, os
tumores alcancaram 80 mm e os animais foram randomizados
para os tratamentos. Os animais foram depois injetados IV
com salino (controlo negativo) ou composto V (5 mg/kg, 25
mg/kg, ou 50 mg/kg) no dia 14, no dia 16, e no dia 18 ou 10
mg/kg de doxorrubicina (controlo positivo) no dia 14. Os
camundongos foram sacrificados no dia 29. O peso corporal e
o volume do tumor foram registados. O volume do tumor em
série foi obtido por medicdes do didmetro bidimensional com
paquimetros, usando a férmula 0,4 (a x b?) onde “a” era o
didmetro principal do tumor e “b” o didmetro perpendicular
menor. Um efeito antitumor pode ser quantificado pela T/C,
que ¢ calculada como (Volume do tumor tratado/Volume do

tumor de controlo) x 100%.

A Figura 2A mostra a eficédcia antitumor dos compostos I ou
IT nas células Bl1oF10 do tumor primario. Ambos os compostos
induzem uma fraca reducdo (T/C a volta de 80%) do volume do
tumor comparada com o controlo. A Fig. 2B mostra a eficéacia
antitumor do composto V nas células B16F10 do tumor

primdrio. O composto V induz uma reducdo significativa (T/C

< 40%, p = 0,001) do volume do tumor comparada com O
controlo.

Exemplo 16: Efeitos antitumor dos compostos num tumor da
mama DA-3

A linha celular DMBA3 (DA-3, modelo de carcinoma da mama)
singénica surgiu de uma lesdo pré-neoplédsica tratada com
7,12-dimetilobenzantraceno em camundongos fémeas BALB/c. As
células DA-3 foram crescidas como culturas de monocamadas
em frascos de plastico em RPMI-1640 contendo aminoacidos
ndo essenciais a 0,1 mM, piruvato de sdédio a 0,1 uM, L-
glutamina a 2 mM. Isto foi adicionalmente suplementado com

2-mercaptoetanol a 50 puM e soro bovino fetal a 10%. Os
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tumores DA-3 foram repicados em série in vitro ©por
inoculacdo intradérmica de 50 pL de 5 x 10° células do
tumor viédveis para produzir  tumores localizados em
camundongos BALB/c com 6 a 8 semanas de idade. Os animais
foram depois monitorizados em série por palpacdo manual
para evidéncia dos tumores. 0Os camundongos foram tratados
ao dia 11, 18, e 25 com ciclofosfamida (100 mg/kg, injecdo
IV) e por tratamento intravenoso ao dia 11, ao dia 12, ao
dia, 13, ao dia, 15, ao dia 18, ao dia 20, ao dia 22, e ao
dia 25 com o composto. Os camundongos foram sacrificados do
dia 27 ao dia 55. O volume do tumor em série foi obtido por
medicdes do didmetro bidimensional com paguimetros, usando

”

a férmula 0,4 (a x b?) onde “a” era o didmetro principal do
tumor e “b” o didmetro perpendicular menor. 0Os tumores eram
palpéaveis, em geral, de 7 dias a 10 dias apds a inoculacéo.
O Instituto Nacional do Cancro (EUA) define o produto como

eficaz se T/C for £ 40%.

A Figura 3 mostra a eficdcia antitumor da administracédo
intravenosa (5 mg/kg) do composto II, do composto IV, do
composto V, ou da ciclofosfamida. Todos o0s compostos
induzem uma inibicdo significativa (p < 0,05) do volume do
tumor com uma T/C entre 25% e 70%. Além do mais, em
comparacdo com a ciclofosfamida, a qual induz uma inibicédo
significativa (p < 0,05) do volume do tumor com uma T/C
entre 24% e 50%, todos o0s compostos foram similares a
ciclofosfamida até ao dia 20. A eficécia antitumor de
combinacdes do composto e ciclofosfamida CITOXANO foi

também determinada contra o tumor DA-3.

A Figura 4A mostra a eficdcia antitumor da administracédo
intravenosa (50 mg/kg) do composto II sozinho com a
combinacdo do composto II e da ciclofosfamida. O composto
IT induz uma inibicdo significativa (p < 0,05) do volume do

tumor com uma T/C entre 40% e 70%, Além do mais, gquando
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comparados com a ciclofosfamida, a qual induz uma inibicé&o
significativa (p < 0,05) do volume do tumor com uma T/C
entre 24% e 50%, os camundongos tratados com a combinacéo
de ciclofosfamida e composto II demonstram também uma
inibicd@o significativa (p < 0,0001) do volume do tumor com
uma regressdo e uma T/C menor do que 10%. Uma regressdo e
efeito citostatico (nenhum crescimento) foram observados no

regime de combinacéo.

A Figura 4B compara a eficédcia antitumor da administracédo
intravenosa (50 mg/kg) do composto I sozinho com a
combinacdo do composto I e da ciclofosfamida. O composto I
tem um fraco efeito inibidor no crescimento do tumor DA-3.
A ciclofosfamida induz uma inibicdo significativa (p <
0,01) do volume do tumor com uma T/C entre 20% e 50%. Os
camundongos tratados com a combinacdo de ciclofosfamida e
composto I demonstram também uma inibicdo significativa (p
< 0,05) do volume do tumor com uma T/C entre 10% e 40%. Um
efeito citostatico (nenhum crescimento) foi observado no
regime de combinacdo até ao dia 35. Todos os tratamentos
foram parados ao dia 35. Os camundongos tratados com
ciclofosfamida e tratados com a combinacdo de CI + composto
I foram mantidos para observar o recrescimento do tumor. O
recrescimento do tumor foi similar em ambos 0s grupos, mas
menos pronunciado ou atrasado no grupo do regime de

combinacédo.

A Figura 4C compara a eficédcia antitumor da administracéo
intravenosa (12,5 mg/kg) do composto V sozinho com a
combinacdo do composto V e da ciclofosfamida. Todos os
regimes induzem inibicdo significativa (p < 0,04) do volume
do tumor até ao dia 20. Os camundongos tratados com o
composto V demonstraram uma reducdo do volume do tumor com
uma T/C entre 36% e 74%. No entanto, em comparacdo com a

ciclofosfamida, a qual induz uma inibicdo do wvolume do



39

tumor com uma T/C entre 30% e 45%, os camundongos tratados
com a combinacdo de ciclofosfamida e composto V demonstram
também uma inibicdo significativa do volume do tumor com

uma T/C entre 1% e 20%.

A Figura 5 compara a eficédcia antitumor da administracéo
oral (50 mg/kg) de cisplatina sozinha comparada com a
combinacdo do composto VII e da cisplatina. A cisplatina
induz uma inibicdo significativa (p < 0,01) do wvolume do
tumor com uma T/C entre 40% e 77% dia 44 ao 77. Os
camundongos tratados com a combinacdo de cisplatina e
composto VII demonstram também uma inibicdo significativa
(p < 0,01) do volume do tumor com uma T/C entre 34% e 71%

do dia 34 ao 71.

Exemplo 17: Efeitos antitumor dos compostos no tumor de
mastocitoma primdrio P815

O P815 singénico é um mastocitoma derivado de DBA/2 (H-29)
obtido da ATCC (TIB64). As células P815 foram crescidas em
MEMD contendo soro bovino fetal a 10%. Ao dia 0, 50 uL de 5
x 10° células P815 wviaveis foram intradermicamente
injetados para produzir tumores localizados em camundongos
DBA/2 com 6 a 8 semanas de idade. Os animais foram depois
monitorizados em série por palpacdo manual para evidéncia
dos tumores. 0Os camundongos foram depois tratados todos os
dias com administracdo oral do veiculo (controlo negativo),
dcido acetilsalicilico (controlo positivo, 50 mg/kg), ou
composto (50 mg/kg). Os camundongos foram sacrificados ao
dia 23. O volume do tumor em série foi obtido por medicdes
do didmetro bidimensional com paquimetros, usando a férmula
0,4 (a x b?) onde “a” era o didmetro principal do tumor e
“pb” o diédmetro perpendicular menor. Os tumores eram
palpaveis, em geral, de 3 dias a 5 dias apds a inoculacéo.
A Figura 6 mostra o efeito da administracdo oral do

composto I, do composto II, do composto V, ou do é&cido
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acetilsalicilico 8 (controlo positivo) em células P815 do
tumor primadrio. Todos os compostos induzem uma reducgédo
significativa (T/C entre 40% e 50%) do crescimento do
tumor. Além do mais, os efeitos de todos os compostos foram
comparaveis com o padrdo de ouro, acido acetilsalicilico

soluvel.

Exemplo 18: Efeitos antitumor dos compostos num tumor do
carcinoma do pulmdo de Lewis priméario LL/2

O LL/2 singénico é uma linha celular de tumor do pulmdo
obtida da ATCC (CRL-1642). As células LL/2 foram crescidas
em MEMD contendo soro bovino fetal a 10%. Ao dia 0, 50 uL
de 5 x 10° células LL/2 viaveis foram intradermicamente
injetados para produzir tumores localizados em camundongos
LL/2 com 6 a 8 semanas de idade. Os animais foram depois
monitorizados em série por palpacdo manual para evidéncia
dos tumores. 0Os camundongos foram depois tratados todos os
dias com administracdo oral do veiculo (controlo negativo),
ou composto (50 mg/kg) e com 1injecdo intravenosa de
cisplatina (5 mg/kg) ao dia 6 e ao dia 13. 0Os camundongos
foram sacrificados ao dia 16. O volume do tumor em série
foi obtido por medigdes do didmetro bidimensional com
paquimetros, usando a férmula 0,4 (a x b?) onde “a” era o
didmetro principal do tumor e “b” o didmetro perpendicular
menor. Os tumores eram palpaveis, em geral, de 3 dias a 5

dias apds a inoculacéo.

A Figura 7A mostra a eficédcia antitumor da administracédo
oral do composto II ou da cisplatina (controlo positivo) em
células do tumor primdrio LL/2. O composto II induz uma
reducdo significativa (T/C entre 36% e 60%, p < 0,04) do
crescimento do tumor do dia 7 ao dia 16. A cisplatina induz
uma reducdo significativa (T/C entre 42% e 84%, p < 0,04)
do crescimento do tumor ao dia 7 e ao dia 8. Noutra

experiéncia, a ciclofosfamida (100 mg/kg) foi usada como
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controlo positivo e foi injetada ao dia 9 e ao dia 15. Os
camundongos foram sacrificados ao dia 20. A Fig. 7B mostra
o efeito da terapia de combinacdo da ciclofosfamida e do
composto II. Esta terapia de combinacdo alcancou uma
atividade sinergistica na reducdo das células do tumor

primario LL/2.

A Figura 8 mostra o efeito da administracdo oral do
composto II, do composto III, do composto VII, ou da
ciclofosfamida (controlo positivo) em células do tumor
primario LL/2. O composto II induz uma reducdo (T/C entre
53% e 74%) do crescimento do tumor. O composto III induz
uma reducdo (T/C entre 67% e 96%) do crescimento do tumor.
O composto VII induz uma reducdo (T/C entre 72% e 85%) do
crescimento do tumor. A ciclofosfamida induz uma reducdo

(T/C entre 50% e 67%) do crescimento do tumor.

Exemplo 19: Efeitos antitumor dos compostos num tumor
pancredtico PANO02

O PANO2 singénico é uma linha celular de tumor pancreatico
obtida do NCI (0507232). As células PAN(O2 foram crescidas
em RPMI-1640 contendo soro bovino fetal a 10%. Ao dia 0, 50
L de 7,5 X 10° células PANOZ viadveis foram
intradermicamente injetados para produzir tumores
localizados em camundongos C57BL/6 com 6 a 8 semanas de
idade. Os animais foram depois monitorizados em série por
palpacdo manual para evidéncia dos tumores. Os camundongos
foram depois tratados todos os dias com administracdo oral
do veiculo (controlo negativo), ou composto (50 mg/kg) e
com injecdo intraperitoneal de gemcitabina (50 mg/kg) ao
dia 6 e ao dia 12. 0Os camundongos foram sacrificados ao dia
40. O volume do tumor em série foi obtido por medicgdes do
didmetro bidimensional com paquimetros, usando a fédrmula

0,4 (a x b?) onde “a” era o didmetro principal do tumor e
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“b” o diémetro perpendicular menor. Os tumores eram

palpaveis, em geral, de 3 dias a 5 dias apds a inoculacéo.

A Figura 9 mostra o efeito da administracdo oral do
composto I, do composto V, ou da gemcitabina (controlo
positivo) em células do tumor primario PAN02. Ambos os
compostos I e V induzem uma fraca reducdo (T/C entre 17% e
67% e 40% e 84%, respetivamente) do crescimento do tumor.
Além do mais, os efeitos de todos os compostos foram
compativeis com o padrdo de ouro gemcitabina (T/C entre 52%

e 77%), usado para a terapia do cancro pancreatico.

Exemplo 20: Efeitos antitumor dos compostos num tumor da
préostata humana de xenoenxerto PC-3

O tumor da prdéstata humana xenogénico PC-3 foi obtido do
ATCC (CRL1435). As células PC-3 foram crescidas em RPMI-
1640 contendo soro bovino fetal a 10%. Ao dia 0, 50 pL de
células PC-3 vidveis (1,5 a 2 X 10°) foram
intradermicamente injetados para produzir tumores
localizados em camundongos CDl1 nu/nu com 6 a 8 semanas de
idade. Os animais foram depois monitorizados em série por
palpacdo manual para evidéncia dos tumores. Quando os
tumores alcancaram um volume satisfatdério, os camundongos
foram randomizados, e depois tratados quatro, trés, e trés
vezes por semana durante a primeira, segunda, e terceira
semanas respetivamente com injecdo intravenosa do veiculo
(controlo negativo), de ciclofosfamida (controlo positivo,
100 mg/kg), ou do composto (5 mg/kg). Os camundongos foram
sacrificados entre o dia 56 e o dia 65. O volume do tumor
em série foi obtido por medicdes do didmetro bidimensional

W

com paquimetros, usando a férmula 0,4 (a x b2) onde “a” era
o) didmetro principal do tumor e N o didmetro
perpendicular menor. Os tumores eram palpiveis, em geral,

de 3 dias a 5 dias apds a inoculacéo.
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A Figura 10A mostra o efeito do <composto II ou da
ciclofosfamida no tumor da préstata humana de xenoenxerto
PC-3. O composto I induz uma reducdo significativa (T/C
entre 29% e 75%) do crescimento do tumor. A ciclofosfamida
induz uma reducdo significativa (T/C entre 1% e 52%) do
crescimento do tumor. Além do mais, o composto II
demonstrou um efeito citostatico (nenhum crescimento) até

ao dia 42.

A  Figura 10B mostra o efeito do composto II, da
ciclofosfamida, ou da combinacdo do composto II e da
ciclofosfamida no tumor da préstata humana de xenoenxerto
PC-3. A ciclofosfamida induz uma reducdo significativa (T/C
entre 8% e 31%) do crescimento do tumor. O tratamento da
combinacdo do composto II e da ciclofosfamida resultou numa
reducdo significativa (T/C entre 1% e 23%) seguida de
regressdo do tumor. O recrescimento do tumor foi mais
rapido no grupo tratado com ciclofosfamida apds terminacédo

do tratamento ao dia 48.

A Figura 10C mostra a eficédcia antitumor da administracéo
oral do composto V com ou sem ciclofosfamida no tumor da
préstata humana de xenoenxerto PC-3. A administracdo oral
do composto V induz uma inibicdo significativa (p < 0,05)
do volume do tumor com uma T/C entre 14% e 40%. A
ciclofosfamida induz uma inibicdo significativa (p < 0,05)
do volume do tumor com uma T/C entre 1% e 39%. Os
camundongos tratados com a combinacdo de ciclofosfamida e a
administracdo oral do composto V demonstraram uma inibicéo
significativa (p < 0,01) do volume do tumor com uma T/C

entre 1% e 40% acompanhada de regressdo do tumor.
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Atividade Anti-Inflamatdria

Exemplo 21: Efeito dos compostos na apoptose induzida pelo
FNTx na linha celular WEHI-13VAR

O efeito dos compostos na apoptose induzida pelo ENTa foi
medido por um ensaio bioldgico padrdo usando células WEHI-
13VAR. Estas células sofrem apoptose quando s&do incubadas
na presenca do FNTa e actinomicina D. 2 x 10% células de
WEHI-13VAR foram incubadas em RPMI suplementado com
piruvato de sdédio a 1% e SBF a 10%, durante a noite a 37°C
para a aderéncia das células. As células foram depois
cultivadas na presenca de 1 npg/mL de actinomicina D (para
inibir a sintese proteica) e FNTa a 0,01 nM com ou sem
compostos a 37°C. Apds 16 hr a 24 hr, 50 pL de uma solucéo
de MTT a 2 mg/mL foram adicionados a cada poco e a placa
foi depois incubada durante 4 hr a 37°C. Somente as células
vidveis metabolizam o MTT para formar sal de formazano, o
qual é detetédvel pela medicdo da absorvancia a 570 nm. Apds
a incubacdo, a placa foi invertida para remover o meio e as
células mortas. Foram adicionados 150 pL de DMSO a cada
pPOCoO para parar a reacdo e solubilizar o sal de formazano.
A densidade o6tica foi lida num leitor de microplacas Bio-
Tek EL 800 UV. Uma diminuicdo na densidade o6tica &
evidéncia direta da apoptose das células induzida pelo
FNTx. Os compostos foram também comparados com a atividade

de um anticorpo neutralizante anti-FNTo.

A tabela 2 representa a percentagem de inibicdo pelo FNTo
(apoptose) dos compostos testados no ensaio de proliferacéo
celular WEHI-13VAR sensivel ao FNTa e baseado em células.
Os compostos demonstraram uma atividade inibidora pelo FNT«
na gama de 40-80%. Em comparacdo, o anticorpo do FNT«
demonstrou uma atividade inibidora pelo FNTa de 90-95%.

Estes dados ilustram a capacidade dos compostos desta
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invencdo de inibirem a atividade apoptdtica do FNTa em

células WEHI-13VAR sensiveilis ao FNTo.

Tabela 2. Efeito dos compostos na inibicdo pelo FNTa

(apoptose) .
Ensaio WEHI-13VAR
Composto (% de inibicgédo da apoptose)
4 x 10°M[42 x 107 M|41 x 107 M|5 x 10° M
I - 58,9 33,1 17,9
II 78,9 83,8 64,2 45,2
ITIT - 89,7 52,0 20,4
Iv 47,2 31,6 13,1 3,7
v 75,9 51,9 22,2 8,2
VI 89,5 74,1 54,8 28,2
VII 118,1 99,9 65,8 30,0
VIII 55,6 48,1 35,6 17,0
IX 65,5 46,7 29,8 13,2
X 53,9 79,9 44,4 19,4
XI 35,0 23,7 14,6 9,9

Exemplo 22: Efeito dos compostos na producdo do FNTo
induzida por LPS na linha celular J774A.1 de camundongo

O efeito dos compostos na producdo do FNTa foi medido por
ELISA wusando células J774A.1 estimuladas por LPS. As
células J774A.1 foram cultivadas na presenca ou auséncia de
LPS e do composto. As células foram cultivadas durante 24 h
a 37°C e por conseguinte os sobrenadantes foram recolhidos
para a determinacdo da concentracdo do FNTa por ELISA como
recomendado pelo fabricante (BD Biosciences). O0s dados
foram analisados no software Excel da Microsoft e a
concentracdo do composto gque inibe 50% da producdo do FENTo

(CIsp) foil calculada usando software Prism.

A tabela 3 resume o efeito dos compostos na producdo do

FNTa induzida por LPS em células J774A.1
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Tabela 3. Efeito dos compostos na producdo do FNTa induzida

por LPS.

Composto | CIs (pM)
I 29
\Y 13

Exemplo 23: Efeito dos compostos na producdo da PGE,
induzida por LPS na linha celular J774A.1 de camundongo

0O efeito dos compostos na producdo da PGE, foi medido por
ELISA wusando células J774A.1 estimuladas por LPS. As
células J774A.1 foram cultivadas na presenca ou auséncia de
LPS e do composto. As células foram cultivadas durante 24 h
a 37°C e por conseguinte os sobrenadantes foram recolhidos
para a determinacdo da concentracdo da PGE; por ELISA como
recomendado pelo fabricante (GE Healthcare). Os dados foram
analisados no software Excel da Microsoft e a concentracéo
do composto que inibe 50% da producdo da PGE, (CIg) foi

calculada usando software Prism.

A Figura 11 mostra o efeito do composto V na producdo de
PGE, em J774A.1 estimuladas por LPS. O composto V inibe a
producdo da PGE; com uma CIsy de 2 pM.

Exemplo 24: Efeito dos compostos na citotoxicidade das
células, sintese do ADN, do ARN, e de proteinas dos
leucédcitos mononucleares do sangue periférico (LMSP)

Os LMSP foram obtidos do sangue periférico de voluntérios

saudéaveis. O sangue foi submetido a centrifugacido de
gradiente com meio Linfélito-Poli (Cedarlane, Hornby,
Canadd). A camada contendo os leucdcitos mononucleares foi

recolhida e as células lavadas trés vezes em TFS. As
células foram depois suspensas em RPMI (Gibco, Burlington,
Canadéa) suplementado com TFS a 10% (Hyclone, Logan, EUA). A
viabilidade foi maior do que 99% como determinado por

exclusdo do azul de tripano.
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Os LMSP foram ressuspensos a 2 X 10° células/mL. 100 pnL de
LMSP (2 x 10° células) foram incubados numa placa de
microtitulacdo com 96 pocos durante 48 hr na presenca ou
auséncia do composto. As células foram desativadas ou
estimuladas com concanavalina A (con A; células T) ou
mitdgeno da erva-do-cancro (MEC; células B). Apds
incubacéao, as células foram tratadas com MTT
(citotoxicidade) ou pulsadas com 1 npCi de [’H] -timidina
(sintese do ADN), [°H]-uridina (sintese do ARN), ou [°H]-
leucina (sintese de proteinas) durante 6 hr. As placas
foram colhidas num Tomteck e contadas num contador

Microbeta f.

A tabela 4 resume o efeito dos compostos na citotoxicidade
das células, sintese do ADN,do ARN, e de proteinas em
leucécitos mononucleares do sangue periférico (LMSP)
humanos. N&o foi observada citotoxicidade das células. No
entanto, todos os compostos suprimem o ADN quando os LMSP
sdo estimulados com con A, um mitdgeno estimulando a
proliferacdo das «células T e com MEC, um mitdgeno
estimulando a proliferacdo das células B. A sintese do ARN
¢ inibida nos LMSP guer em repouso, quer estimulados (con A
e MEC). No entanto, somente os compostos I e II inibem a
sintese de proteinas nos LMSP estimulados. Estes resultados
sugerem uma supressdo de ambas as células T e B. Estas
células estédo fortemente implicados em doencas

inflamatdérias tais como doencas autoimunes.

Tabela 3. Efeito dos compostos na citotoxicidade, sintese
do ADN, do ARN, e de proteinas dos LMSP em repouso ou

estimulados



48

LMSP (Resultados da CIsy em uM)
Citotoxicidade Sintese do ADN Sintese do ARN Sintese de Proteinas
Composto

Em Con Em Con Em Con Em Con
MEC MEC MEC MEC

repouso A repouso A repouso A repouso A
I > 10 > 10 > 10 > 10 3,712,8 6,8 nd | 2,2 > 10 4,4 9,9
II > 10 > 10 > 10 > 10 2,911,7 5,8 nd | 1,1 > 10 6,4 5,7
\Y > 10 > 10 > 10 > 10 8 6,1 7,4 o 4,5 > 10 > 10 > 10

nd = ndo determinada

Exemplo 25: Efeitos dos compostos no luUpus eritematoso
sistémico (LES)

Camundongos da Nova Zeldndia do cruzamento hibrido F1 NZB x
NZW desenvolvem a maioria das anormalidades autoimunes
vistas no LES humano e morrem de glomerulonefrite tipo LES
mediada pelo complexo imune (CI). Os camundongos
desenvolvem altos titulos de anticorpos anti-ADN (de cadeia
dupla e de cadeia simples) e do extrato nuclear (EN), bem
como manifestacdes clinicas relacionadas com o LES
incluindo leucopenia, trombocitopenia, proteintria, e
glomerulonefrite. Estes camundongos desenvolvem anticorpos
anti-ADN apdés a idade de trés meses, com um pico da
resposta de anticorpos anti-ADN ocorrendo aos sete meses.
Subsequentemente, a concentracdo no soro dos anticorpos
anti-ADN diminui, presumivelmente como uma consequéncia da
uremia progressiva. As primeiras manifestacdes seroldgicas
da doenca ocorrem a cerca de 150 dias (i.e., cinco meses).

A sua sobrevivéncia é avaliada a aproximadamente 250 dias.

A Figura 12 mostra o efeito do composto I na mortalidade
dos camundongos NZB x NZW. A administracdo intravenosa do
composto ou veiculo foi realizada uma vez por semana da
semana 10 a semana 46. Os resultados indicam que o composto

I reduz a mortalidade dos camundongos NZB x NZW.

Exemplo 26: Efeitos dos compostos na hipersensibilidade do

tipo atrasada (HTA)
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Os compostos foram testados guanto a sua capacidade de
tratar a hipersensibilidade do tipo atrasada (HTA) induzida
por oxazolona em camundongos. No dia 0, os camundongos
foram sensibilizados com 100 pL de oxazolona em acetona a
5%. No dia 0, no dia 1, e no dia 2, os camundongos foram
tratados por administracdes intravenosa (IV) ou oral (PO)
do wveiculo (controlo) ou metotrexato (MTX; controlo
positivo/IV) ou hidrocortisona (controlo positivo/PO) ou o
composto a uma concentracdo menor do que ou igual a 50
mg/kg ou como especificado. Os camundongos foram desafiados
com uma aplicacdo de 50 puL de oxazolona na superficie do
ouvido direito (primeiro desafio, dia 3; segundo desafio,
dia 10). A espessura do ouvido foi medida do dia 4 ao dia
7, e do dia 11 ao dia 14. Foram também observadas
vermelhiddo e formacdo de crostas. Os camundongos foram
sacrificados no dia 14. As células Tura (CD4) desempenham um
papel importante na regulacgdo da intensidade da resposta da
HTA. Os compostos podem exercer uma influéncia inibidora na
resposta da HTA através da sua inibicdo da ativacdo das

células T e da sintese do ADN, do ARN, e/ou de proteinas.

Como mostrado na Figura 13A, a administracdo intravenosa
(25 mg/kg) do composto I induz uma reducdo significativa da
inflamacdo induzida apds o primeiro desafio de oxazolona
como visto pela espessura do ouvido diminuida. Além do
mais, a inibicdo da inflamacdo induzida pelo composto I foi
comparavel aos resultados obtidos por uma dose
imunossupressora de metotrexato. A administracéo
intravenosa (25 mg/kg) do composto I induz uma reducdo
significativa da inflamacdo induzida apdés o segundo desafio
de oxazolona como visto pela espessura do ouvido diminuida
(Fig. 13B). Além do mais, a inibicdo da inflamacdo induzida
pelo composto I foi comparédvel aos resultados obtidos por

uma dose imunossupressora de metotrexato.
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Como mostrado na Figura 14A, a administracdo intravenosa (5
mg/kg) do composto II induz uma reducdo significativa da
inflamacdo induzida apds o primeiro desafio de oxazolona
como visto pela espessura do ouvido diminuida. Além do
mais, a inibicdo da inflamacdo induzida pelo composto II
foi comparavel aos resultados obtidos por uma dose
imunossupressora de metotrexato. A administracéao
intravenosa (5 mg/kg) do composto II induz uma reducdo
significativa da inflamacdo induzida apds o segundo desafio
de oxazolona como visto pela espessura do ouvido diminuida
(Fig. 14B). Além do mais, a inibicdo da inflamacdo induzida
pelo composto II foi compardvel aos resultados obtidos por

uma dose imunossupressora de metotrexato.

Como mostrado na Figura 15, a administracdo oral (50 mg/kg)
do composto IV ou do composto V induz uma reducéo
significativa da inflamacdo como visto pela espessura do
ouvido diminuida. Além do mais, a inibicdo da inflamacéo
induzida pelo composto IV ou pelo composto V foi comparavel
ao resultado obtido por uma dose terapéutica (50 mg/kg) de

hidrocortisona.

A Figura 16 mostra o efeito da administracdo oral de 50
mg/kg do composto III apds o primeiro (Fig. 16A) e o
segundo (Fig. 16B) desafios de oxazolona. O composto III
induz uma reducdo significativa da inflamacdo como wvisto

pela espessura do ouvido diminuida em ambos os desafios.

A Figura 17 mostra o efeito da administracdo intravenosa de
5 mg/kg ou de 25 mg/kg do composto X ou do composto XI,
respetivamente, apds o primeiro desafio de oxazolona. Os
compostos IX e XI induzem uma reducdo significativa da
inflamacdo como visto pela espessura do ouvido diminuida.

Além do mais, a inibicdo da inflamacdo induzida pelo
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composto X ou XI foi compardvel aos resultados obtidos por

uma dose imunossupressora de metotrexato.

Exemplo 27: Efeitos dos compostos na artrite induzida por
adjuvante (AIA) de Freund

A ATA foi induzida em ratos fémea de Lewis pela injecdo de
Mycobacterium  butyricum liofilizada suspensa em &leo
mineral na planta do pé. O desenvolvimento da artrite foi
monitorizado ao longo de um periodo de 3 semanas apds a
injecdo do adjuvante. A inflamacdo tem um pico ao dia 3
apdés a administracdo do adjuvante. A ativacdo imune aparece
a volta do dia 10 ao dia 16. Os compostos foram oralmente
administrados do dia -3 ao dia 21. O peso corporal foi
registado. O indice de artrite, o qual é uma medida da
inflamacéo (edema), da vermelhiddo, e da rigidez das
articulacdes, foi usado para monitorizar o desenvolvimento
da doenca. 0O grau de artrite foi determinado pela mediacéo
de dois diametros perpendiculares dos tornozelos nos planos
mediolateral e dorsoventral usando um pagquimetro. A
circunferéncia das articulacdes em milimetros ¢é depois

calculada usando uma férmula geométrica.

Como mostrado na Figura 18, 100% dos animais desenvolveram
sinovite rapidamente. Uma reducédo significativa na
gravidade da artrite (indice inflamatdério) foi observada
por administracdo oral de indometacina (controlo positivo)
do dia 1 ao dia 5 e por volta do dia 5 e seguintes. Uma
reducdo similar do indice inflamatdrio foi também observada
com os compostos do dia 1 ao dia 4 e por volta do dia 8 ao
dia 16.

Exemplo 28: Efeito dos compostos no modelo de inflamacédo da
bolsa de ar
Acredita-se que a inflamacdo induzida por LPS no modelo da

bolsa de ar de rato mimetiza o processo patoldgico que
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ocorre nas doencas das articulacdes tais como artrite. Isto
é porque os tecidos conjuntivos formados ao longo da bolsa
de ar sdo similares aqueles encontrados em doencas crédnicas
das articulacdes. A inflamacdo induzida por LPS e as
doencas crénicas das articulacdes partilham outras
caracteristicas, incluindo PGE, marcadamente elevada,
infiltracdo neutrdéfila, formacdo de citocinas, e dano no

tecido.

Uma cavidade de ar foi produzida ao dia -6 por injecédo
subcutédnea de 20 mL de ar estéril na &rea intraescapular
das costas de ratos machos de Lewis (175 a 200 g). 10 mL
adicionais de ar foram injetados na cavidade ao dia -3 para
manter o espaco aberto. Ao dia 0, os compostos foram
administrados intravenosamente e uma hora depois foi
injetado lipopolissacarideo (LPS: 2,5 mL de 2 pg/mL em TFS)
na bolsa para produzir uma reacdo inflamatdria. Apds 2 hr,
4 hr, ou 18 hr de tratamento com LPS, os animais foram
eutanasiados por asfixia com CO;, e 5 mL de TFS/heparina (10
U/mL) /indometacina (36 u/mL) foram injetados na bolsa. O
fluido da bolsa foi recolhido. O volume de exudados foi
medido e o numero de leucdcitos presente nos exudados foi
determinado com um contador de Coulter. A contagem
diferencial foi determinada por coloracdo de Wright-Giemsa.
A PGE,, o LTBs, o MCP, e o FNTa foram determinados nos

exudados da bolsa por ELISAs especificas.

Como mostrado na Figura 19, a administracdo intravenosa do
composto II ou do composto V induz uma inibicédo
significativa da contagem de gldébulos brancos apds inducédo
pelo LPS. A contagem diferencial destes gldébulos brancos
demonstrou mais do que 90% de neutrdéfilos como visto pela
coloracdo de Wright-Giemsa. A 1inibicdo alcancada pelo
composto II ou V foi similar a obtida do controlo positivo

indometacina.
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A Figura 20A mostra o efeito da administracdo intravenosa
do composto II ou do composto V na producdo do FNTo
induzida pelo LPS (duas horas apds inducdo) no modelo de
rato da bolsa de ar. O composto V induz uma inibicédo
significativa da producdo do FNTa induzida pelo LPS. Mas
quer o composto I, quer a indometacina aumentam a
concentracdo do FNTa apds duas horas apds a inducédo pelo

LPS.

A Figura 20B mostra o efeito da administracdo intravenosa
do composto II ou do composto V na producdo da PGE;
induzida pelo LPS (duas horas apdés inducdo) no modelo de
rato da bolsa de ar. O composto V e a indometacina induzem
uma inibicdo significativa da producdo da PGE; induzida
pelo LPS. Mas foi observada uma inibicéao fraca e
insignificante da producdo da PGE, induzida pelo LPS com o

composto IT.

A Figura 20C mostra o efeito da administracdo intravenosa
do composto II ou do composto V na producdo do LTB4
induzida pelo LPS (duas horas apds inducdo) no modelo de
rato da bolsa de ar. 0s compostos II e V induzem uma fraca
inibicdo da producdo do LTB; induzida pelo LPS. Mas a

indometacina ndo afetou a producdo do LTB,.

A  Figura 20D representa o efeito da administracéo
intravenosa do composto II ou do composto V na producdo do
MCP-1 induzida pelo LPS (duas horas apds inducdo) no modelo
de rato da bolsa de ar. O composto V induz uma fraca
inibicdo da producdo do MCP-1 induzida pelo LPS. Mas a
indometacina induz um aumento significativo enquanto o
composto II ndo tem influéncia na presenca do MCP-1 nos

exudados apdbds duas horas apds a inducédo pelo LPS.



54

Noutro conjunto de experiéncias, 0s exudados foram
recolhidos apdés doze horas apbds a inducdo pelo LPS. A
Figura 21A representa o efeito da administracdo intravenosa
do composto II ou do composto V na producdo do FNTo
induzida pelo LPS. O composto V induz uma inibicédo
significativa da producdo do FNTa induzida pelo LPS. Mas o
composto II nédo tem efeito na concentracdo do FNTa nos
exudados apds doze horas apds a inducdo pelo LPS. A
indometacina induz uma fraca inibicdo do FNTa nos exudados

apds doze horas apds a inducdo pelo LPS.

A Figura 21B mostra o efeito da administracdo intravenosa
do composto II ou do composto V na producdo da PGE;
induzida pelo LPS (doze horas apds inducdo) no modelo de
rato da bolsa de ar. O composto V ou a indometacina induz
uma 1nibicdo significativa da producdo da PGE, induzida
pelo LPS. Mas foi observado um  aumento fraco e

insignificante da PGE, com o composto IT.

Exemplo 29: Efeito do composto V na colite induzida pelo
DNBS

0 modelo de camundongo da colite experimental induzida pelo
dcido 2,4-dinitrobenzenosulfdénico (DNBS) serve com um
modelo da doenca inflamatéria do intestino. No dia O,
camundongos CDI foram sensibilizados com  DNBS por
instilacdo intracolinica de 0,1 mL de uma solucdo etandlica
(30%) de DNBS (40 mg/mL). O composto V foi administrado
oralmente uma vez por dia durante quatro dias consecutivos
a 25 mg/kg e 50 mg/kg, comecando uma hora apds
sensibilizacdo com DNBS. No quarto dia, os camundongos
foram sacrificados e 8 cm do célon distal foram recolhidos

e abertos longitudinalmente para avaliacdo macroscdpica.

O composto induziu um aumento fraco mas significativo do

peso corporal (p = 0,049 a 25 mg/kg e p = 0,038 a 50 mg/kqg)
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comparado com o controlo negativo (veiculo) sugerindo que
os camundongos tratados estavam com melhor satde. De facto,
foi observada mortalidade no grupo de controlo mas ndo nos

grupos tratados com o composto V.

Como mostrado na Figura 22, o composto V induziu uma
diminuicéo forte e significativa na 4rea de dano
macroscdpico induzido pelo DNBS do tecido mucosal do cdlon
(p = 0,003 a 25 mg/kg e p = 0,012 a 50 mg/kg) comparada com

o controlo negativo (veiculo).

Exemplo 30: Efeito do composto V na encefalomielite
autoimune experimental

0O modelo de camundongo da encefalomielite autoimune
experimental (EAE) induzida pela PPL serve com um modelo de
esclerose multipla. No dia O, camundongos SJL foram
imunizados com 75 pg de PPL (139-141) emulsificada em
adjuvante completo de Freund (200 pL de emulsdo por
camundongo s.c. dividida entre quatro locais) e com toxina
pertussis (200 ng, i.p.). A 1injecdo i1.p. da toxina
pertussis foi repetida no dia 2. O composto V foi
administrado oralmente uma vez por dia a 25 mg/kg e 50
mg/kg, comecando ao dia 0 e até 30 dias apds a imunizacio,

seis vezes por semana.

Os camundongos foram observados quanto a sinais clinicos da
EAE até 30 dias apds a imunizacdo. A classificacdo clinica

dos sintomas foi levada a cabo de acordo com a seguinte

escala: 0 = nenhuma doenca; 1 = cauda flécida; 2 =
paraparésia moderada; 3 = paraparésia grave; 4 = estado
moribundo; 5 = morte. Como mostrado na Figura 23, o

composto V reduz de uma maneira dependente da dose o
aparecimento de sinais da EAE. A 50 mg/kg, o composto V
exibiu uma atividade significativa (p = 0,048) comparada

com o controlo negativo (veiculo).
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Todas as modificacdes e substituicbes que caibam dentro do
significado das reivindicagdes e da gama dos seus
equivalentes legais como definido pelo Art. 69 EPC e pelo
Protocolo sobre a Interpretacdo do Art. 69 EPC sdo para ser
abrangidas pelo seu ambito. Uma reivindicacdo wusando a
passagem “compreendendo” permite que a inclusdo de outros

elementos esteja dentro do ambito da reivindicacéo.

Deve ser entendido que, de acordo com o Art. 69 EPC e com o
Protocolo sobre a Interpretacdo do Art. 69 EPC, um elemento
descrito nesta especificacdo ndo deve ser interpretado como
uma limitacdo da invencdo reivindicada a ndo ser gque seja
explicitamente mencionado nas reivindicac¢des. Assim, as
reivindicacdes sdo a base para a determinacdo do ambito da
protecdo legal concedida em vez de uma limitacdo a partir

da especificacdo que é lida nas reivindicacdes.

Todas as combinacdes e permutacdes possiveis dos elementos
individuais divulgadas aqui que estdo abrangidas pelo
dmbito das reivindicacdes anexadas sdo consideradas como
sendo aspetos da invencédo; similarmente, as generalizacdes
da descricdo da invencdo sdo consideradas como sendo parte

da invencéo.

A partir do acima mencionado, seria aparente a uma pessoa
perita na técnica que a invencdo pode ser realizada noutras
formas especificas sem se afastar das suas caracteristicas
essenciais como especificado nas reivindicacdes anexadas.
As formas de realizacdo descritas devem ser somente
consideradas como ilustrativas, ndo restritivas, porque o
dmbito da protecdo legal proporcionada para a invencdo sera
indicado pelas reivindicacdes anexadas, as quais devem ser
interpretadas em conformidade com o Art. 69 EPC e com o
Protocolo sobre a Interpretacdo do Art. 69 EPC

Lisboa, 17 de Junho de 2013



REIVINDICACOES

Um composto da seguinte férmula:

em que X é F ou Cl;
Y é NH, 0, ou S;:
R é NH,, OH, SO;NH,, SO,N(CH3)H, SO,N(CH3),, ou
CONH,;
m é um numero inteiro de 2 a 6; e
n & um numero inteiro de 0 a 2 no gual um

fragmento de dois carbonos (n = 2) inclui

CH,. -
- E\Y:H

O composto da reivindicacédo 1, em que:
X é F;
Y & NH ou O;
R é NH,, OH, SO3NH,, SO;N(CHs),, ou CONH;;
mé 4-6; e

né 0 oun é 2 gquando Z é OH.

Um composto da reivindicacdo 1, o qual é selecionado do

grupo consistindo em:
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8.

9.

10.

Uma composicdo farmacéutica compreendendo um ou mais
compostos de qualquer uma das reivindicacbes 1 a 3 e um

transportador farmaceuticamente aceitéavel.

A composicdo da reivindicacédo 4, em que o transportador
farmaceuticamente aceitdvel ¢é selecionado do grupo
consistindo em &lcoois, solventes de poliol, e solucdes

aquosas de mono ou dissacarideos.

A composicdo da reivindicacdo 4 ou 5, compreendendo

adicionalmente um agente quimioterapéutico.

A composicdo da reivindicacdo 6, em dque O agente
quimioterapéutico é selecionado do grupo consistindo em
decarbazina, doxorrubicina, daunorrubicina,
ciclofosfamida, wvinblastina, vincristina, bleomicina,
topotecano, irinotecano, taxotero, taxol, 5-
fluorouracilo, gemcitabina, cisplatina, carboplatina,

oxaliplatina, satraplatina, e clorambucilo.

A composicdo da reivindicacdo 4 ou 5, compreendendo
adicionalmente um agente terapéutico gque blogqueia a
ligacdo do FNTa ao seu recetor ou subsequente

transducdo de sinal.

A composicdo da reivindicacdo 4 ou 5, compreendendo
adicionalmente um agente selecionado do grupo
consistindo em metotrexato, um corticoesteroide anti-
inflamatdério, um fadrmaco anti-inflamatdério nao

esteroide, e suas combinacodes.

Uso de um ou mais compostos de qualgquer uma das

reivindicacdes 1 a 3 ou de uma composicdo de qualqguer



11.

12.

13.

14.

uma das reivindicacdes 4 a 7, para o fabrico de um

medicamento para tratamento de um cancro.

Uso de um ou mais compostos de qualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 3 ou de uma composicdo de qualquer
uma das reivindicacdes 4, 5, 8 e 9, para o fabrico de

um medicamento para tratamento de uma doenca autoimune.

O uso de acordo com a reivindicacdo 1, em que a doenca
autoimune ¢ doenca de Crohn, doenca inflamatdéria do

intestino, ou esclerose multipla.

Um composto de qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3

para reducdo da inflamacdo num mamifero.

Um composto da seguinte férmula:

F ou Cl;
NH, O, ou S;
NH,, OH, F ou Cl;

[ON

em que

[ON

um numero inteiro de 2 a 6; e

5 8 X <KX
O

[ONEON

um numero inteiro de 0 a 2

para o tratamento do cancro ou para o tratamento de uma
doenca autoimune num paciente humano com necessidade

dele.



15. O composto da reivindicacdo 14, em que o referido

composto é

HN hy

o
Oy

Lisboa, 17 de Junho de 2013
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