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(57) Resumo: COMPOSTO, COMPOSIGAO FARMACEUTICA,
METODO DE TRATAMENTO DE CANCER OU MALIGNIDADES DE
CELULA B, USO DE UM COMPOSTO, E, PROCESSO PARA
PREPARAR UM COMPOSTO A presente invengdo se refere a
derivados de borrelidina que sao uteis em medicina, e.g. no tratamento
de cancer ou malignidades de célula B, ou outras doengas nas quais
angiogénese contribui para a patologia incluindo disturbios oftalmicos
tal como retinopatia diabética assim como degeneragdo macular
relacionada a idade (AMD), neovascularizagéo corneana e retinopatia
ou prematuridade. A presente invengao também fornece métodos para
a produgédo destes compostos e seu uso em medicina, em particular no
tratamento e 1 ou profilaxia de cancer ou malignidades de célula B e
outras doengas nas quais angiogénese estd implicada no processo
patogénico.
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“COMPOSTO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, METODO DE
TRATAMENTO DE CANCER OU MALIGNIDADES DE CELULA B,
USO DE UM COMPOSTO, E, PROCESSO PARA PREPARAR UM
COMPOSTO”

Fundamentos da invencido

Borrelidina 1 (Figura 1) € uma macrolida de 18 membros
produzida por diversas linhagens bacterianas incluindo, mas ndo limitado a,
Streptomyces rochei ATCC23956, Streptomyces parvulus Tiill3 e
Streptomyces parvulus Tii4055. A estrutura bruta de borrelidina foi primeiro
elucidada em 1967 (Keller-Scheirlein, 1967), e foi subseqiientemente refinada
por analise RMN detalhada (Kuo et al., 1989). A configura¢do absoluta de
borrelidina foi confirmada por cristalografia de raios X (Anderson et al.,
1989). Sua co-identidade como o antibiético treponemicina foi verificada
(Maehr & Evans, 1987).

Diversos grupos registraram a sintese de fragmentos da
estrutura de borrelidina, e quatro sinteses totais independentes de borrelidina
foram registradas (Hanessian et al., 2003; Duffey et al., 2003; Nagamitsu et
al., 2004; Vong et al., 2004). Em adicdo o agrupamento génico responsavel
pela biossintese de borrelidina por Streptomyces parvulus Tii4055 foi
identificado, clonado e seqiienciado (WO 2004/058976; Olano et al., 2004a).
Baseado nesta aplicagdo de engenharia biossintética técnicas permitiram
elucidagio da via biossintética levando a borrelidina e a produgdo de novos
analogos (WO 2004/058976; Olano et al., 2003; Olano et al., 2004b; Moss et
al., 2006).

Borrelidina foi primeiro descoberta devido a sua atividade
antibacteriana (Berger et al., 1949), embora esta atividade antibacteriana se
estenda apenas a um numero limitado de micrococos, € ndo é encontrada
contra todas as bactérias de teste comuns. O modo de agdo em

microorganismos sensiveis envolve inibi¢do seletiva de treonil tRNA sintetase
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- (Paetz & Nass, 1973; Ruan et al., 2005). Outras atividades contra espiroquetas

do género Treponema (Singh et al., 1985; Patente US 4.759.928), contra virus
(Dickinson et al., 1965), usos para o controle de pestes animais e ervas
daninhas (Patente Alemi 3607287) e uso como um fungicida agricola
(Patente Alema 19835669; Patente US 6.193.964) foram registrados.
Adicionalmente, recentemente, borrelidina foi relatada tendo atividade
antimalarica contra linhagens de Plasmodium falciparum resistentes a droga
(Otoguro et al., 2003). Entre todos estes relatos apenas dois relataram
quaisquer derivados sinteticamente modificados. O primeiro destes descreve o
éster benzilico e seu derivado bis-O-(4-nitrobenzoila) (Berger et al., 1949). O
segundo destes descreve o éster metilico de borrelidina, o derivado de éster
metilico bis O-acetila, ¢ os derivados de éster metilico Aj4.i5-dihidro-,
Ajgqs03-tetrahidro-, e Ajggsio-s-tetrahidro-Cl2-amino  (Anderton &
Rickards, 1965). Nenhuma atividade bioldgica foi registrada para qualquer
destes compostos.

Uma recente descrigdo de particular interesse € a descoberta de
que borrelidina apresenta atividade anti-angiogénese (Wakabayashi et al.,
1997). Angiogénese € o processo da formagdo de novos vasos sanguineos.
Angiogénese ocorre apenas localmente e transientemente em adultos, estando
envolvida em, por exemplo, reparo seguindo trauma local e o ciclo
reprodutivo feminino. Foi estabelecida como um componente chave em
diversos processos patogénicos incluindo céncer, artrite reumatdide e
retinopatia diabética (Perrin et al., 2005). Sua importancia em possibilitar que
tumores crescam além de um didmetro de 1-2 cm foi estabelecida por
Folkman (Folkman, 1986), e € provocada pelo tumor respondendo a hipoxia.
Em suas conseqiiéncias posteriores angiogénese §é principalmente um
processo derivado de hospedeiro, assim inibi¢do de angiogénese oferece
potencial significante no tratamento de cénceres, evitando os obstaculos de

outras modalidades terapéuticas anticancer tal como a diversidade de tipos de
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cancer e resisténcia a drogas (Matter, 2001). E de interesse adicional que
publica¢des recentes tenham descrito o envolvimento funcional de tirosinil e
triptofanoil-tRNA sintetases na regulacdo de angiogénese (Wakasugi et al.,
2002; Otani et al., 2002).

No modelo de cultura em matriz de aorta de rato de
angiogénese, borrelidina exibe um potente efeito inibidor de angiogénese e
também causa ruptura de tubos capilares formados de uma maneira dose
dependente induzindo apoptose das células formados de capilares
(Wakabayashi et al., 1997). Borrelidina inibiu formag&o de tudo capilar com
um valor de ICsy de 0,4 ng/mL (0,8 nM). No mesmo estudo, borrelidina
mostrou possuir atividade antiproliferativa para células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC) em um ensaio de crescimento celular; o valor de
ICso foi medido a 6 ng/mL, o qual € 15 vezes mais fraco do que a atividade
anti-angiogénese medida no mesmo meio. Esta atividade antiproliferativa de
borrelidina mostrou ser geral para varias linhagens celulares, tal como pode
ser visto em um ensaio de inibi¢do de crescimento de célula de cincer. Em
adi¢do a estes dados, os autores relatam que borrelidina inibe sintese protéica
nas células cultivadas de rato, um fator mais provavelmente ligado a sua
capacidade de inibir treonil tRNA sintetase; entretanto o valor de ICsy para
atividade anti-angiogénese (0,4 ng/mL) foi 50 vezes menor do que aquele
relatado para inibi¢do de sintese protéica (20 ng/mL), indicando diferentes
atividades do composto. Assim acredita-se que a atividade antiproliferativa
pode ser ligada a inibi¢do de treonil tRNA-sintetase e modificagdo estrutural
da molécula para alterar especificamente as duas diferentes atividades fornece
um meio de melhorar indice terap€utico. A inibi¢do de treonil tRNA sintetase
pode ser medida por diversos métodos publicados, e.g. como publicado por
Ruan et al (Ruan et al., 2005).

Borrelidina também apresenta inibigdo potente de angiogénese

in vivo usando o modelo de saco aéreo dorsal de camundongo (Funahashi et
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al., 1999), que examina angiogénese induzida por VEGF e é um excelente
modelo para estudar angiogénese de tumor. Borrelidina foi administrada em
uma dose de 1,8 mg/kg por injecdo intraperitoneal e mostrou reduzir
significantemente o incremento de volume vascular induzido por células
WiDr, e em um maior grau do que TNP-470, que é um inibidor de
angiogénese sintético em testes clinicos. Controles detalhados verificaram que
estes dados sdo para inibig:ﬁo de angiogénese e ndo inibi¢do de crescimento
das células de tumor. Os autores também mostraram que borrelidina € eficaz
para a inibi¢cdo da formagdo de metastases pulmonares espontaneas de células
de melanoma B16-BL6 na mesma dosagem inibindo os processos
angiogénicos envolvidos na sua formag3o.

Patente JP 9-227.549 e Patente JP 8-173.167 confirmam que
borrelidina é eficaz contra linhagens de célula WiDr de cancer de cdlon
humano, e também contra linhagens de célula PC-3 de céncer de préstata
humano. Patente JP 9-227.549 descreve a produgdo de borrelidina por
Streptomyces rochei Mer-N7167 (Ferm P-14670) e seu isolamento da cultura
de fermentacdo resultante. Em adicdo a borrelidina 1, 12-desnitrila-12-
carboxil borrelidina 2 (presumivelmente um intermedidrio biossintético ou
metabolito de desvio portossitémico), 10-desmetil borrelidina 3
(presumivelmente um analogo biossintético surgindo a partir da incorporagio
de uma unidade extensora de malonil-CoA alternativa em modulo 4 da
borrelidina PKS), 11-epiborrelidina 4 e o analogo de borrelidina C14,C15-cis
5 foram descritos (veja Figura 1). Assim, Patente JP 9-227.549 especifica
borrelidina e analogos de borrelidina caracterizados pelo fato de que um
grupo nitrila ou carboxila € acoplado ao esqueleto de carbono em C12, € um
atomo de hidrogénio ou grupo alquila inferior é acoplado ao esqueleto de
carbono em C10.

Borrelidina foi investigada na década de 1960 por seu

potencial farmacéutico (antiviral) mas estes esfor¢os foram descontinuos
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devido a toxicidade, em particular seu efeito como um sensibilizador quimico
(Lumb et al, 1965, Dickinson et al., 1965).

WO 01/09113 descreve a preparagdo de analogos de
borrelidina que passaram por modificagdo sintética na unidade de 4acido
carboxilico do anel de ciclopentano. A atividade destes compostos foi
avaliada usando ensaios de proliferacdo de célula endotelial e formagdo de
capilar endotelial de uma maneira similar aquela descrita acima. Em geral,
modificagdo da unidade de carboxila melhorou a seletividade para inibir
formagdo de capilar: a principal razdo desta melhora em seletividade € através
de uma diminuigdo na atividade de inibi¢do de proliferagdo celular ao passo
que a atividade inibidora de formag@o de capilar foi alterada em um grau
muito menor. Especificamente, a borrelidina-morfolinoetil éster mostrou um
indice de seletividade de 60 vezes, a borrelidina-amida mostrou um indice de
seletividade de 37 vezes, a borrelidina-(2-piridila)-etil éster mostrou um
indice de seletividade de 7,5 vezes e a borrelidina-morfolinoetil amida
mostrou um indice de seletividade de 6 vezes, para a atividade inibidora de
formagdo de capilar versus proliferagdo celular com respeito a borrelidina. A
atividade inibidora de forma¢do de capilar destes e outros derivados de
borrelidina foi verificada usando um ensaio de formag¢do de micro-vaso. Em
adicdo, os autores mostraram que borrelidina inibiu fracamente a propagacao
de ndédulos metastaticos, depois de remo¢do do tumor primario, ao usar um
modelo de adenocarcinoma pulmonar de Lewis. Entretanto, o derivado de
borrelidina-(3-picolilamida) foi registrado inibindo muito consideravelmente
o aumento de micrometastases em ratos depois de intraperitoneal e também
com administrag@o por via oral em doses subtdxicas. Similarmente, usando o
modelo de cdlon 38 bago figado, a capacidade de formar metastase de células
de adenocarcinoma de célon de camundongo transplantadas em bago de
camundongo foi consideravelmente diminuida depois de tratamento com uma

dose subtdxica deste derivado de borrelidina. Estes dados confirmam a
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capacidade previamente relatada de borrelidina e seus derivados de inibir a
formagdo de metastases.

Borrelidina também foi identificada como um inibidor de
quinase dependente de ciclina Cdc28/Cln2 de Saccharomyces cerivisiae com
um valor de ICs5y de 12 pg/mL (24 uM) (Tsuchiya et al., 2001). Foi mostrado
que borrelidina seqiiestra tanto células haploides como dipléides em fase G;
tardia (em um momento indistinguivel de ferorménio de acasalamento @), e
em concentracdes que ndo afetam biossintese protéica bruta. Estes dados
foram adotados para indicar Que borrelidina tem potencial como um composto
lider para desenvolver agentes antitumor.

Dois relatos adicionais foram publicados referentes a atividade
bioloégica de borrelidina. O primeiro destes indica que os efeitos anti-

angiogénicos de borrelidina s8o mediados através de vias distintas

(Kawamura et al., 2003). Altas concentragdes de treonina foram encontradas

atenuando a capacidade de borrelidina de inibir tanto formag¢do de tubo
capilar no modelo de cultura de aorta de rato como proliferacdo de células
HUVEC,; entretanto, isto ndo afetou a capacidade de borrelidina de colapsar
tubos capilares formados ou de induzir apoptose em HUVEC. Borrelidina
também foi encontrada ativando caspase-3 e caspase-8, e inibidores de ambas
destas borrelidinas suprimidas induziram apoptose em HUVEC. O segundo
destes artigos usou o método de defini¢do de perfil de mRNA celular global
para fornecer percep¢do dos efeitos de borrelidina em Saccharomyces
cerevisiae (Eastwood and Schaus, 2003). Esta analise mostrou a indugdo de
enzimas biossintéticas de aminoacidos de uma maneira dependente de tempo
mediante tratamento com borrelidina, e ficou acertado que indugéo desta via
envolve o fator de transcricdo GCN4.

Certos analogos de borrelidina foram descritos em WO
2004/058976 (Biotica Technology Ltd et al).

Em resumo, o efeito inibidor de angiogénese de borrelidina é
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direcionado para os efeitos bioloégicos combinados de proliferagdo e formacio
capilar. Em adigdo, borrelidina, e derivados desta, mostraram inibir a
propagacdo de metastases. Borrelidina também tem indicagdes para uso em
modulagdo de ciclo celular. Assim, borrelidina e compostos relacionados sdo
alvos particularmente atrativos para investigagio como agentes terapéuticos
para o tratamento de tecidos de tumor, ou como agentes Unicos ou para uso
como um adjunto para outras terapias. Em adig¢fo, eles podem ser usados para
tratar outras doencas nas quais angiogénese estd implicada no processo
patogénico, incluindo, mas nao restrito a, a seguinte lista: artrite reumatoide,
psoriase, arteriosclerose, e véarios disturbios oftalmicos tal como retinopatia
diabética assim como degenera¢do macular relacionada a idade (AMD),
neovascularizag¢do corneana e retinopatia da prematuridade.

A presente invengd@o fornece derivados de borrelidina que sio
tteis como agentes anticancer e anti-malignidade de célula B, e como agentes
para o tratamento de outras doen@as nas quais angiogénese esta implicada no
processo patogénico.

Portanto, permanece uma necessidade de identificar novos
derivados de borrelidina com indice terapéutico melhorado, o que pode ter
utilidade no tratamento de cancer e / ou malignidades de célula B, ou como
agentes para o tratamento de outras doencas nas quais angiogénese esta
implicada no processo patogénico. Preferivelmente tais derivados de
borrelidina tém uma ou mais das seguintes propriedades: uma propor¢do
melhorada de atividade anti-angiogénica para inibi¢do de proliferagio celular
geral e/ou atividade de tRNA sintetase, solubilidade em agua melhorada,
permeabilidade celular melhorada, um perfil farmacolégico melhorado e
perfil de efeito colateral reduzido para administragdo. A presente invengio
descreve derivados de analogos de borrelidina ou com unidades iniciadoras de
cadeia aberta ou unidades iniciadoras de anel de 4 membros que geralmente

tém propriedades bioldgicas melhoradas comparadas com borrelidina e
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uma propor¢do melhorada de atividade anti-angiogénica para inibi¢do de
proliferagdo celular geral.

Sumario da invencio

A presente invehgﬁo fornece derivados de borrelidina, métodos
para a preparag¢do destes compostos, intermedidrios destes e métodos para o
uso destes compostos em medicina.

Em um aspecto mais especifico a presente invencido fornece
derivados de borrelidina de acordo com a formula (I) abaixo, ou um sal

farmaceuticamente aceitavel do mesmos:
CH; CHs CH,
T M T /OH

e OH YO

R H”| .H
.u\\\ ‘l\\\\R4
Ri ﬁ
R
Férmula (I)

onde:

R; e R, independentemente representam cada H, SR3; ou um
grupo alquila C1-C4 que pode ser opcionalmente substituido por um ou mais
grupos selecionados a partir de OH, F, Cl ou SR;; onde R3 representa H, CH;
ou COCHj; alternativamente R; e R, junto com os carbonos com os quais eles
sdo acoplados representam um anel de cicloalquila de 4 membros
opcionalmente substituido por um ou mais atomos de halogénios ou um ou
mais grupos alquila C1 a C3

R, representa
o)

0]
R

ou -NHNHC(O)Rs onde Rg representa biotina, H ou um grupo
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alquila C1-C4 opcionalmente substituido por um ou mais grupos selecionados
a partir de OH, F, CI;

X representa -NH- ou -O-;

Y representa -NH-, -O- ou-CH,-;

Rs representa H ou -(CH,),Rs, onde:

n representa um numero inteiro entre 1 e 3,

R representa H, -OH, -OCHj3, -CO,R;, ou um grupo alquila
Cl a C4 opcionalmente substituido por um ou mais grupos selecionados a
partir de OH, F, CI, -CO,R;, -COR5, onde R; representa um grupo alquila C1-
C4

ou R¢ representa:

1) um anel aromatico de 6 membros,

i) um anel heteroaromatico de 5 a 7 membros contendo entre
um e trés atomos de N, S ou O,

1i1) um grupo de cicloalquila de 5 a 7 membros ou

iv) um anel de heteroalquil de 5 a 7 membros contendo entre
um e trés atomos de N, S ou O,

cada um de i) a iv) acima pode ser opcionalmente substituido
por um ou mais grupos selecionados a partir de CH;, OCH;s, F, Cl ou Br

Ry representa CN, CO,H, CH; ou CONH,;

contanto, entretanto, que quando X representa —O- entdo Rs
ndo representa H. |

A estrutura acima mostra um tautdGmero representativo e a
invengéo abrange todos os tautdmeros dos compostos de férmula (I), por
exemplo, compostos cetonicos onde compostos endlicos sdo ilustrados e vice
versa.

Em um aspecto adicional, a presente inven¢do fornece
derivados de borrelidina tal como compostos de férmula (I) ou um sal

farmaceuticamente aceitdvel do mesmos, para uso como um produto
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farmacéutico.
Defini¢ées

Os artigos “um” e “uma“ sdo usados aqui para se referir a um
ou a mais do que um (i.e. pelo menos um) dos objetos gramaticais do artigo.
Como forma de exemplo “um analogo” significa um analogo ou mais do que
um analogo.

Como usado aqui o termo “analogo(s)” se refere a compostos
quimicos que sdo estruturalmente similares a outros mas que diferem
levemente em composi¢do (como na substituigdo de um atomo por outro na
presenga ou auséncia de um grupo funcional particular).

Em particular, o termo “andlogo de borrelidina” se refere a um
composto de borrelidina produzido pelos métodos de WO 2004/058976 ¢

como mostrado por férmula (IT). Estes compostos sdo também referidos como

- “compostos parentais” e estes termos sdo usados permutavelmente no

presente pedido. No presente pedido o termo “analogos de borrelidina” inclui
referéncia a propria borrelidina.

Como usado aqui, o termo “derivado de borrelidina” se refere
a um derivado de borrelidina referido acima como representando a invengio
em seu mais amplo aspecto, i.e. um composto de acordo com férmula (I)
acima, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmos. Estes compostos
sdo também referidos como “compostos da inven¢do” ou “derivadoé de
borrelidina” e estes termos sdo usados permutavelmente no presente pedido.

Como usado aqui, o termo “céncer” se refere a um novo
crescimento maligno que surge a partir de epitélio, encontrado na pele ou,
mais comumente, na mucosa de Orgdos corporais, por exemplo, mama,
prostata, pulméo, rim, pancreas, estbmago ou intestino. Um céncer tende a se
infiltrar em tecido adjacente e se espalhar (metastasiar) para o6rgdos distantes,
por exemplo, para osso, figado, pulmdo ou o cérebro. Como usado aqui o

termo cédncer inclui tanto tipos metastaticos de célula tumorosa, tal como mas
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ndo limitado a, melanoma, linfoma, leucemia, fibrosarcoma,
rabdomiosarcoma, como mastocitoma e tipos de carcinoma de tecido, tal
como mas nfo limitado a, cancer colorretal, cancer de prdstata, cancer de
pulmdo de célula pequena e cancer de pulméo de célula ndo pequena, cincer
de mama, cancer pancredtico, cancer de bexiga, cancer renal, cincer gastrico,
gliobastoma, cancer de figado primario e cancer ovariano.

Como usado aqui o termo “malignidades de célula B” inclui
um grupo de distirbios que incluem leucemia linfocitica cronica (CLL),
mieloma multiplo, e linfoma ndo Hodgkin (NHL). Estas s3o doencas
neoplasicas do sangue e 6rgdos formadores de sangue. Elas causam disfung¢éo
de medula 6ssea e sistema imune, o que torna o hospedeiro altamente
susceptivel a infecg¢@o e hemorragia.

Os sais farmaceuticamente aceitdveis de compostos da
invengdo tal como os compostos de formula (I) incluem sais convencionais -
formados a partir de 4cidos ou bases inorginicos ou orginicos
farmaceuticamente aceitaveis assim como sais de adi¢do de 4cido de amonio
quaternario. Exemplos mais especificos de sais acidos adequados incluem
cloridrico, bromidrico, sulfirico, fosférico, nitrico, perclorico, fumarico,
acético, propidnico, succinico, glicolico, formico, lactico, maléico, tartérico,
citrico, palméico, maldnico, hidroximaléico, fenilacético, glutimico,
benzobico, salicilico, fumarico, toluenossulfénico, metanossulfonico,
naftaleno-2-sulfénico, benzenossulfonico hidroxinaftéico, hidroiddico,
malico, esterdico, tdnico e os semelhantes. Outros acidos tais como oxalico,
embora néo farmaceuticamente aceitaveis, podem ser Uteis na preparagéo de
sais Uteis como intermedidrios para obter os compostos da inven¢do e seus
sais farmaceuticamente aceitaveis. Exemplos mais especificos de sais basicos
adequados incluem sais de sédio, litio, potassio, magnésio, aluminio, célcio,
zinco, N,N'-dibenziletilenodiamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,

etilenodiamina, N-metilglucamina e procaina. Referéncias daqui por diante a
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um composto de acordo com a invengdo incluem tanto compostos de férmula
(I) como seus sais farmaceuticamente aceitaveis.

Grupos alquila, alcenila e alcinila podem ser de cadeia linear
ou ramificada.

Exemplos de grupos alquila C1-C4 incluem metila, etila, n-
propila, i-propila e n-butila.

Grupos cicloalquila de 5 a 7 membros se referem a um anel de
cicloalquila incluindo 5-7 atomos de carbono que opcionalmente podem ser
ramificados. Exemplos incluem ciclopentila e ciclohexila.

Anéis de heteroalquilade 5 a7 membros contendo um ou mais
heteroatomos selecionados a partir de N, O e S incluem anéis contendo um ou
dois heteroatomos, especialmente um heteroatomo. Exemplos incluem furano,
pirano, oxetano, oxirano, piperidina, pirrolidina, azetidina, aziridina, tiirano,
tietano, tiofeno, tiopirano e morfolina.

Anéis arométicos de 6 membros incluem fenil.

Anéis heteroaromaticos de 5 a 7 membros contendo 1 a 3
heteroatomos selecionados a partir de O, N e S incluem anéis de 6 membros
tal como piridil e pirimidinil e anéis de 5 membros tal como furanila, pirrolila,
imidazolila, tiofenila, oxazolila, oxadiazolila, tiazolil e tiadiazolil.

Descricdo da invencéo

A presente invencdo fornece derivados de borrelidina, como
descrito acima, métodos para a preparacdo destes compostos, intermediarios
destes e métodos para o uso destes compostos em medicina.

Adequadamente Ry representa CN.

Adequadamente R; e R, junto com os carbonos com os quais
eles sdo acoplados representam um anel de cicloalquila de 4 membros.

Adequadamente R; e R, junto com os carbonos com os quais
eles sdo acoplados representam um anel de cicloalquila de 4 membros,

substituido apenas por Ry.
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Adequadamente X representa —O-. Alternativamente,
adequadamente X representa —NH-.
Adequadamente Y representa —NH- ou —O-. Em uma forma de
realizagdo Y representa —-NH-. Em outra forma de realizacdo Y representa
5 -O-.

Adequadamente R, representa

Rs
12j\ X/

Adequadamente n  representa 1.  Alternativamente,
adequadamente n representa 2.
Adequadamente Ry representa um anel heteroaromatico de 6
10  membros contendo entre um e trés atomos de N, S ou O.
Mais adequadamente Ry representa um anel heteroaromaético
de 6 membros contendo um atomo de N.

Mais adequadamente Rg representa

N/I Z "N
X ~
b

ou

\

15 Alternativamente, adequadamente Ry representa um anel de
heteroalquil de 6 membros contendo entre um e trés dtomos de N, S ou O

Mais adequadamente R¢ representa
(0]
\(N\)
Adequadamente, R; e R, junto com os carbonos com 0s quais
eles sdo acoplados representam um anel de cicloalquila de 4 membros,
20  substituido apehas por R4 que representa |

Rs
HAX/

b
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onde X representa —O- e Rs representa -(CH,),R¢, onde n

representa 2 e Rg representa
0
N
Alternativamente, adequadamente R; e R, junto com os

carbonos com os quais eles sdo acoplados representam um anel de

cicloalquila de 4 membros substituido apenas por R4 que representa
o)

~Rs

5

onde X representa —O- e Rs representa -(CH;),R¢, onde n

representa 2 e Rg representa
g
N
Alternativamente, adequadamente, R; é R, junto com os
carbonos com os quais eles s@o acoplados representam um anel de
cicloalquila de 4 membros substituido apenas por R4 que representa

Rs
7_\11/“\)(/

b

onde X representa -NH- e Rs representa -(CH;),Rs, onde n

representa 2 e Rg representa
0]
.
Alternativamente, adequadamente R, e R, junto com os
carbonos com os quais eles sdo acoplados representam um anel de
cicloalquila de 4 membros substituido apenas por R4 que representa

Rs
HE)]\X/

2

onde X representa —NH- e R; representa -(CH,),Rs, onde n

representa 1 e Rg representa

Z "N
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Alternativamente, adequadamente R; e R, junto com os
carbonos com os quais eles sdo acoplados representam um anel de
cicloalquila de 4 membros substituido apenas por R4 que representa

Rs
th/kx/

b4

onde X representa -NH- e Rs representa -(CH;),Rs, onde n

N
o
JJ

Alternativamente, adequadamente R; e R, junto com os

representa 1 e Rg representa

carbonos com o0s quais eles sdo acoplados representam um anel de

cicloalquila de 4 membros substituido apenas por R4 que representa

Rs
L‘A\ X/

b

onde X representa -NH- e Rs representa -(CH;),Rs, onde n

representa 1 e Rq representa
N~ |

NN

Alternativamente, adequadamente R; e R, junto com os
carbonos com o0s quais eles sdo acoplados representam um anel de

cicloalquila de 4 membros substituido apenas por R4 que representa
o)

Rs
X~

b

onde X representa —-NH- e Rs representa -(CH,),Rs, onde n

representa 2 e Rq representa
N

|
S
Alternativamente, adequadamente R; e R, junto com os

carbonos com os quais eles sdo acoplados representam um anel de

cicloalquila de 4 membros substituido apenas por R4 que representa
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Rs
ILA\X/

b

onde X representa -NH- e Rs representa H.

Em geral, os compostos da inven¢do sio preparados por
derivagdo semi-sintética de um analogo de borrelidina. Analogos de
borrelidina podem ser preparados usando métodos como descritos em WO
2004/058976, cujo documento € incorporado aqui por referéncia em sua
totalidade.

Em geral, o processo para preparar um composto de formula

(I) ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo compreende:

(a) reagir um composto de formula (II):
CH; CH3 CHj

D

ou um derivado protegido deste, usando qualquer um dos
métodos descritos em (i) a (viii) abaixo, ou

(b) converter um composto de féormula (I) ou um sal deste em
composto de férmula (I) ou outro sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo;
ou

(c) desproteger um composto protegido de férmula (I).

Compostos de formula (II) podem ser adequadamente
produzidos por quaisquer métodos conhecidos por uma pessoa versada na
arte. Em particular, de acordo com os métodos descritos em WO
2004/058976.

A presente invengdo fornece métodos para preparar os
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compostos de formula (I), em particular usando métodos de esterificagéo,
amidagdo e redug@o conhecidos por uma pessoa versada na arte. Em adicéo
aos métodos especificos e referéncias fornecidas aqui uma pessoa versada na
arte também pode consultar referéncias de livros-texto padrdo para métodos
sintéticos, incluindo, mas ndo limitado a Vogel’s Textbook of Practical
Organic Chemistry (Furniss et al., 1989) e March’s Advanced Organic
Chemistry (Smith and March, 2001).

Os compostos de formula geral (I) podem ser preparados
adaptando os métodos gerais descritos aqui, por exemplo, usando, mas néo
limitado a, os seguintes processos:

(i) reagdo de um cloreto acido formado a partir de um
composto de férmula (II) com um alcool ou amina adequada;

(i1) esterificagdo ou amidagdo direta de um composto de
formula (II) na presengca de carbodiimida, tal como N-(3-
dimetilaminopropila)-N’-etilcarbodiimida (EDCI), € uma base;

(iii) transesterificagdo de um éster, formado a partir de um
composto de férmula (IT), com um alcool adequado;

(iv)reacdo de um éster de metila de um composto de férmula
(II) com uma amina adequada;

(v) formagdo de um éster ativo a partir de um composto de
formula (II), e.g. com 1-hidroxibenztriazol, entdo reagdo com um alcool ou
amina adequada;

(vi) formacdo de um anidrido misturado a partir de um
composto de formula (II), e.g. com éster de acido cloroférmico, entdo reagéo
com uma amina adequada;

(vii) reducdo de um anidrido misturado a partir de um
composto de formula (IT) com um hidreto metélico a um élcool;

(viii) alquilagdo e acilagdo de um 4&lcool primario

preparado a partir de um composto de féormula (II).
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Em particular derivados de éster de um composto de féormula
(II) podem ser mais preferivelmente preparados reagindo um derivado ativado
formado a partir de um composto de férmula (II) com 1-hidroxibenztriazol na
presenga de carbidiimida (tal como N-(3-dimetilaminopropila)-N’-
etilcarbodiimida (EDCI)), com um 4lcool adequado.

Uma tal reagdo é tipicamente realizada em solventes inertes,
tal como mas ndo limitados a tetrahidrofurano (THF). Em uma tal reagdo N-
(3-dimetilaminopropila)-N’-etilcarbodiimida (EDCI) € usada como a
carbodiimida e dimetilaminopiridina (DMAP) é usada como uma base. E
adequado usar um excesso molar de 10 vezes do componente alcodlico. A
reagdo € realizada em uma temperatura entre 0°C e 100°C, preferivelmente
em ambiente (e.g. 25°C), com agitagéo por entre 1 e 10 h, mas tipicamente
por 3 h.
| Derivados de amida de um composto de férmula (II) podem
ser prontamente preparados, por exemplo com o derivado de anidrido
misturado formou éster de acido cloroférmico. A reagdo pode ser realizada
em solventes organicos inertes e livres de agua tal como, mas ndo limitados a,
THF ou diclorometano (DCM). Trietilamina, piridina e 4-
(dimetilamino)piridina podem ser usados como base. Tipicamente a amina a
ser acoplada pode estar presente em até excesso molar de 10 vezes. A reagéo
¢ realizada agitando em uma temperatura entre -20°C e 50°C. A reagdo ¢é
tipicamente deixada em agitagdo por entre 1 e 10 h. Em uma forma de
realizagdo preferida do processo o anidrido misturado €é formado com
cloroformiato de isobutila em THF anidro a -20°C, na presenca de
trietilamina, e acoplamento é realizado durante 3 h depois de adicionar
excesso entre 5 e 10 vezes da amina.

Derivados de élcool primério de um composto de férmula (II)
podem ser preparados a partir de um anidrido misturado e redugdo com

hidreto metalico complexo em THF a -20°C. A alquilagdo e acilagéo de tais
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compostos pode ser realizada por qualquer método geral, tal como aqueles
descritos em Vogel’s Textbook of Practical Organic Chemistry (Furniss et al.,
1989) e March’s Advanced Organic Chemistry (Smith and March, 2001).

Em adi¢do aos métodos especificos e referéncias fornecidas
aqui uma pessoa de verso na arte também pode consultar referéncias de livro-
texto padrdo para métodos sintéticos, incluindo, mas néo limitado a Vogel’s
Textbook of Practical Organic Chemistry (Furniss et al., 1989) e March’s
Advanced Organic Chemistry (Smith and March, 2001).

Em processos (a) e (c), exemplos de grupos protetores e dos
meios para sua remogdo podem ser encontrados em T W Greene “Protective
Groups in Organic Synthesis” (J Wiley and Sons, 1991). Grupos protetores de
hidroxila adequados incluem alquila (e.g. metila), acetal (e.g. acetonida) e acil
(e.g. acetila ou benzoila) que podem ser removidos por hidrélise, e arilalquil
(e.g. benzila) que pode ser removido por hidrogendlise catalitica, ou éter de
silila, que pode ser removido por hidrélise acida ou clivagem auxiliada por
ion fluoreto. Grupos protetores de amina adequados incluem sulfonil (e.g.
tosila), acil (e.g. benziloxicarbonila ou t-butoxicarbonila) e arilalquil (e.g.
benzila) que podem ser removidos por hidrélise ou hidrogendlise como
apropriado.

Outros compostos da invengdo podem ser preparados por
métodos conhecidos por si ou por métodos analogos aqueles descritos acima.

Os compostos da invengdo sdo uteis diretamente, € como
modelos para semi-sintese ou bioconversdo adicional, para produzir
compostos uteis como agentes anticancer. Métodos para a derivagdo semi-
sintética de borrelidina foram descritos em WO 01/09113.

As estruturas acima de intermedidrios (e.g. compostos de
formula (II)) podem ser sujeitas a tautomeriza¢do e onde um tautdémero
representativo € ilustrado serd entendido que e todos os tautdmeros, por

exemplo, compostos cetdnicos onde compostos endlicos s3o ilustrados e vice
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versa sdo pretendidos para serem referidos como.

A invencdo propicia adicionalmente o uso de um composto da
inven¢do no tratamento de cancer ou malignidades de célula B. Ela também
fornece um composto da inveng¢do para uso no tratamento de céncer ou
malignidades de célula B. Ela também fornece um método de tratamento de
cancer ou malignidades de célula B que compreende administrar a um
paciente uma quantidade eficaz de um composto da inven¢do. Ela também
fornece o uso de um composto da invengdo na preparagdo de um
medicamento para o tratamento de cAncer ou malignidades de célula B.

Borrelidina também € conhecida 'por ter utilidades no
tratamento de outras condigdes, incluindo, mas ndo limitado a infecg¢des
bacterianas, infec¢Oes virais e maldria e em outras doengas nas quais
angiogénese esta implicada no processo patogénico, incluindo, mas ndo
restrito a, as seguintes: artrite reumatdide, psoriase, arteriosclerose, retinopatia
diabética e varios distirbios oftalmicos. Os usos e métodos envolvendo os
compostos da invengdo também se estendem a estas outras indicagdes.

Em uma forma de realizago preferida, a presente invengdo
fornece compostos com utilidade no tratamento de cancer ou malignidades de
célula B. Alguém versado na arte serd capaz por experimentag@o de rotina de
determinar a capacidade destes compostos de inibir crescimento de célula de
tumor (veja, por exemplo, os métodos descritos em Roth et al., 1999 e
Dengler et al., 1995 e os métodos descritos nos Exemplos aqui).

A presente invengdo também fornece uma composigdo
farmacéutica compreendendo um derivado de ansamicina, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmos, junto com um carreador
farmaceuticamente aceitavel.

Os compostos mencionados acima da invengdo ou uma
formulagdo destes podem ser administrados por qualquer método

convencional, por exemplo, mas sem limitag&o eles podem ser administrados
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parenteralmente  (incluindo  administragdo  intravenosa), oralmente,
topicamente (incluindo bucal, sublingual ou transdérmica), através de um
dispositivo médico (e.g. uma endoprotese expansivel), por inalagdo, ou
através de injegdo (subcutanea ou intramuscular). O tratamento pode consistir
de uma unica dose ou uma pluralidade de doses durante um periodo de tempo.

Embora seja possivel para um composto da invencgdo ser
administrado sozinho, é preferivel apresentd-lo como uma formulag¢do
farmacéutica, junto com um ou mais carreadores aceitaveis. Assim ¢é
fornecida uma composi¢do farmacéutica compreendendo um composto da
inven¢do junto com um ou mais diluentes ou carreadores farmaceuticamente
aceitaveis. O(s) diluente(s) ou carreador(es) devem ser “aceitaveis” no sentido
de serem compativeis com o composto da inven¢do e ndo deletérios aos
destinatarios deste. Exemplos de carreadores adequados sdo descritos em mais
detalhe abaixo.

Os compostos da invengdo podem ser administrados sozinhos
ou em combinagdo com outros agentes terapéuticos. Co-administra¢do de dois
(ou mais) agentes pode possibilitar doses significantemente mais baixas de
cada um a ser usado, com isso reduzindo os efeitos colaterais vistos. Também
¢ fornecida uma composi¢do farmacéutica compfeendendo um composto da
inveng¢do e um agente terapéutico adicional junto com um ou mais diluentes
ou carreadores farmaceuticamente aceitaveis.

Em um aspecto adicional, a presente inven¢do sustenta o uso
de um composto da inven¢do em terapia de combinagdo com um segundo
agente para o tratamento de cancer ou malignidades de célula B.

Em uma forma de realizagdo, um composto da invengéo € co-
administrado com outro agente terapéutico para o tratamento de céncer ou
malignidades de célula B agentes preferidos incluem, mas n3o sdo limitados
a, metotrexato, leucovorina, adriamicina, prenisona, bleomicina,

ciclofosfamida, 5-fluorouracila, paclitaxel, docetaxel, vincristina, vinblastina,
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vinorelbina, doxorubicina, tamoxifeno, toremifeno, megestrol acetato,
anastrozol, goserelina, anticorpo monoclonal anti-HER2 (e.g. Herceptin™),
capecitabina, cloridrato de raloxifeno, inibidores de EGFR (e.g. Iressa ®,
Tarceva™, Erbitux™), inibidores de HSP90 (e.g. 17-(alilamino)-17-
demetoxigeldanamicina (17-AAG) ou 17-(dimetilaminoetilamino)-17-
demetoxigeldanamicina (17-DMAG)), inibidores de mTOR (e.g. rapamicina,
CCI-779, RADOO1) ou inibidores de VEGF (e.g. Avastin™), inibidores de
proteassomo (e.g. Velcade™) ou Glivec ® . Adicionalmente, um composto da
invengdo pode ser administrado em combinagdo com outras terapias
incluindo, mas néo limitado a, radioterapia ou cirurgia.

As formulagdes podem ser convenientemente apresentadas em
forma de dosagem unitaria e podem ser preparadas por qualquer dos métodos
bem conhecidos na arte de farmécia. Tais métodos incluem a etapa de colocar
em associagdo o ingrediente ativo (composto da inven¢do) com o carreador
que constitui um ou mais ingredientes acessorios. Em geral as formulagdes
sdo preparadas colocando uniformemente e intimamente o ingrediente ativo
em associagdo com carreadores liquidos ou carreadores sélidos finamente
divididos ou ambos, e entdo, se necessario, modelando o produto.

Os compostos da invengdo normalmente serdo administrados
oralmente ou por qualquer via parenteral, na forma de uma formula¢io
farmacéutica compreendendo o ingrediente ativo, opcionalmente na forma de
um 4cido orgénico, ou inorganico ndo toxico, ou base, sal de adi¢do, em uma
forma de dosagem farmaceuticamente aceitavel. Dependendo do distarbio e
paciente a ser tratado, assim como da via de administragdo, as composigdes
podem ser administradas em doses variadas.

Por exemplo, os compostos da invencdo podem ser
administrados oralmente, bucalmente ou sublingualmente na forma de
comprimidos, capsulas, 6vulos, elixires, solu¢des ou suspensdes, que podem

conter agentes aromatizantes ou corantes, para aplicagdes de liberagdo
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imediata, atrasada ou controlada.

Tais comprimidos podem conter excipientes tal como celulose
microcristalina, lactose, citrato de sodio, carbonato de célcio, fosfato de céalcio
dibasico e glicina, desintegrantes tal como amido (preferivelmente amido de
milho, batata ou tapioca), glicolato de amido de sédio, croscarmelose de sodio
e certos silicatos complexos, e ligantes de granulagdo tal como
polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulose (HPMCO), hidroxi-
propilcelulose (HPC), sacarose, gelatina e acacia. Adicionalmente, agentes
lubrificantes tais como estearato de magnésio, acido estearico, beenato de
glicerila e talco podem ser incluidos.

Composi¢des s6lidas de um tipo similar também podem ser
empregadas como materiais de enchimento em capsulas de gelatina.
Excipientes preferidos neste sentido incluem lactose, amido, uma celulose,
acucar do leite ou polietilenoglicois de alto peso molecular. Para suspensdes
aquosas e/ou elixires, 0s compostos da inven¢do podem ser combinados com
varios agentes adogantes ou aromatizantes, matéria corante ou corantes, com
agentes emulsificantes e/ou suspensores e com diluentes tais como 4gua,
etanol, propilenoglicol e glicerina, e combinagdes destes.

Um comprimido pode ser feito por compressdo ou moldando,
opcionalmente com um ou mais ingredientes acessorios. Comprimidos que
passaram por compressdo podem ser preparados comprimindo em uma
maquina adequada o ingrediente ativo em uma forma de fluxo livre tal como
um poé ou granulos, opcionalmente misturado com um ligante (e.g. povidona,
gelatina, hidroxipropilmetil celulose), lubrificante, diluente inerte,
conservante, desintegrante (e.g. glicolato de amido de sédio, povidona
reticulada, carboximetil celulose de sodio reticulada), agente ativo em
superficie ou dispersante. Comprimidos modulados podem ser feitos
moldando em uma mdaquina adequada uma mistura do composto em po

umedecida com um diluente liquido inerte. Os comprimidos podem ser
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opcionalmente revestidos ou marcados € podem ser formulados de forma a
fornecer liberagdo lenta ou controlada do ingrediente ativo neste usando, por
exemplo, hidroxipropilmetilcelulose em propor¢des variadas para fornecer
perfil de liberacdo desejado.

Formulagdes em conformidade com a presente invengdo
adequadas para administragdo oral podem ser apresentadas como unidades
distintas tal como cépsulas, hostias ou comprimidos, cada uma contendo uma
quantidade pré-determinada do ingrediente ativo; como um pé ou granulos;
como uma solugdo ou uma suspensdo em um liquido aquoso ou um liquido
ndo aquoso; ou como uma emulsio liquida de 6leo em 4gua ou uma emulséo
liquida de agua em o6leo. O ingrediente ativo também pode ser apresentado
como um bolo, electudrio ou pasta.

Formulagdes adequadas para administragdo topica na boca
incluem pilulas compreendendo o ingrediente ativo em uma base aromatizada,
normalmente sacarose e acédcia ou tragacanto; pastilhas compreendendo o
ingrediente ativo em uma base inerte tal como gelatina e glicerina, ou
sacarose € acicia; e antissépticos bucais compreendendo o ingrediente ativo
em um carreador liquido adequado.

Deve ser entendido que em adigdo aos ingredientes
particularmente mencionados acima as formulagdes desta invengdo podem
incluir outros agentes convencionais na arte levando em consideragdo o tipo
de formulagdo em questdo, por exemplo, aqueles adequados para
administrag@o oral podem incluir agentes aromatizantes.

Composigdes farmacéuticas adaptadas para administracdo
topica podem ser formuladas como pomadas, cremes, suspensdes, logdes, pos,
solugdes, pastas, géis, curativos impregnados, liquidos pulverizaveis,
aerossdis ou oOleos, dispositivos transdérmicos, pds polvilhaveis, e os
semelhantes. Estas composi¢des podem ser preparadas através de métodos

convencionais contendo o agente ativo. Assim, elas também podem
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compreender carreadores e aditivos convencionais compativeis, tal como
conservantes, solventes para auxiliar penetragdo de droga, emoliente em
cremes ou pomadas e etanol ou élcool oleilico para logdes. Tais carreadores
podem ser apresentados como a partir de cerca de 1% até cerca de 98% da
composi¢do. Mais normalmente eles irdo formar até cerca de 80% da
composi¢do. Apenas como uma ilustragdo, um creme ou pomada é preparado
misturando quantidades suficientes de material hidrofilico e 4gua, contendo
de cerca de 5-10% em peso do composto, em quantidades suficientes para
produzir um creme ou pomada tendo a consisténcia desejada.

Composigdes farmacéuticas adaptadas para administragdo
transdérmica podem ser apresentadas - como esparadrapos discretos
pretendidos para permanecer em intimo contato com a epiderme do
destinatario por um periodo prolongado de tempo. Por exemplo, o agente
ativo pode ser liberado do esparadrapo por iontoforese.

Para aplicagdes a tecidos externos, por exemplo a boca e pele,
as composi¢des sdo preferivelmente aplicadas como uma pomada ou creme
topico. Quando formulado em uma pomada, o agente ativo pode ser
empregado ou com uma base de pomada parafinica ou miscivel em agua.

Alternativamente, o agente ativo pode ser formulado em um
creme com uma base de cremé de 6leo em agua ou uma base de agua em Odleo.

Para administragdo parenteral, formas fluidas de dosagem
unitdria s@o preparadas utilizando o ingrediente ativo e um veiculo estéril, por
exemplo, mas sem limitagdo 4gua, alcoois, polidis, glicerina e dleos vegetais,
sendo preferido agua. O ingrediente ativo, dependendo do veiculo e
concentragdo usada, pode ser ou suspenso ou dissolvido no veiculo. Ao
preparar solugdes o ingrediente ativo pode ser dissolvido em agua para
inje¢do e esterilizado por filtro antes de encher em um frasco adequado ou
ampola e vedagdo.

Vantajosamente, agentes tais como anestésicos locais,
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conservantes e agentes tamponantes podem ser dissolvidos no veiculo. Para
acentuar a estabilidade, a composi¢do pode ser congelada depois de
enchimento no frasco e a 4gua removida sob vacuo. O pé liofilizado seco é
entdo vedado no frasco e um frasco acompanhante de agua para.injeg:éo pode
ser fornecido para reconstituir o liquido antes de uso.

SuspensGes parenterais sdo preparadas substancialmente da
mesma maneira que solugdes, exceto que o ingrediente ativo € suspenso no
veiculo} ao invés de ser dissolvido e esterilizagdo ndo pode ser realizada por
filtragdo. O ingrediente ativo pode ser esterilizado por exposi¢do a 6xido de
etileno antes de suspender no veiculo estéril. Vantajosamente, um tensoativo
ou agente umectante € incluido na composi¢do para facilitar distribuigdo
uniforme do ingrediente ativo.

Os compostos da invengdo também podem ser administrados
usando dispositivos médicos conhecidos na arte. Por exemplo, em uma forma
de realizagdo, uma composi¢do farmacéutica da invencdo pode ser
administrada com um dispositivo de inje¢do hipodérmica sem agulha, tal
como os dispositivos descritos em Patente US 5.399.163; Patente US
5.383.851; Patente US 5.312.335; Patente US 5.064.413; Patente US
4.941.880; Patente US 4.790.824; ou Patente US 4.596.556. Exemplos de
implantes ¢ mdodulos bem conhecidos uteis na presente inven¢do incluem:
Patente US 4.487.603, que descreve uma bomba de micro-infusio implantavel
para dispensar medicagdo em uma taxa controlada; Patente US 4.486.194, que
descreve um dispositivo terapéutico para administrar medicamentos através
da pele; Patente US 4.447.233, que descreve uma bomba de infusdo de
medicamento para liberar medicagdo em uma taxa de infusdo precisa; Patente
US 4.447.224, que descreve um aparato de infusdo implantavel de fluxo
variavel para liberagdo continua de droga; Patente US 4.439.196, que
descreve um sistema osmotico de liberagdo de droga tendo compartimentos de

multiplas camaras; e Patente US 4.475.196, que descreve um sistema



10

15

20

25

27

osmotico de liberagdo de droga. Muitos outros tais implantes, sistemas de
liberagdo, e moédulos sdo conhecidos por aqueles versados na arte.

A dosagem a ser administrada de um composto da inveng&o ira
variar de acordo com o composto particular, a doenga envolvida, o sujeito, € a
natureza e severidade da doenga e a condigdo fisica do sujeito, e a via de
administragdo selecionada. A dosagem apropriada pode ser prontamente
determinada por uma pessoa versada na arte.

As composigdes podem conter de 0,1% em peso,
preferivelmente de 5-60%, mais preferivelmente de 10-30% em peso, de um
composto da inven¢do, dependendo do método de administragio.

Sera reconhecido por alguém de verso na arte que a quantidade
6tima e espagamento de dosagens individuais de um composto da invengio
serdo determinados pela natureza e grau da condigdo sendo tratada, pela
forma, via e sitio de administracdo, e pela idade e condigdo do sujeito
particular sendo tratado, e que um médico ira, no final das contas, determinar
dosagens apropriadas a serem usadas. Esta dosagem pode ser repetida tantas
vezes quanto apropriado. Se efeitos colaterais se desenvolvem a quantidade
e/ou freqiiéncia da dosagem pode ser alterada ou reduzida, em conformidade
com pratica clinica normal.

Breve descricdo das figuras

Figura 1: ilustra a estrutura de borrelidina e alguns
metabolitos relacionados isolados de organismos produtores de borrelidina

Figura2: mostra os espectros 'H RMN para 17-
des(ciclopentano-2-acido carboxilico)-17-(ciclobutano-2-acido
carboxilico)borrelidina (4-(2-hidroxietila))morfolina éster (7)

Figura3: mostra os espectros 'H RMN para 17-
des(ciclopentano-2-acido carboxilico)-17-(ciclobutano-2-acido
carboxilico)borrelidina (2-(2-hidroxietila)piridina éster (8)

Figura4: mostra os espectros 'H RMN para 17-
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des(ciclopentano-2-acido carboxilico)-17-(ciclobutano-2-icido
carboxilico)borrelidina (4-(2-aminoetila))morfolina amida (9)

Figura 5: mostra os espectros 'H RMN para 17-
des(ciclopentano-2-acido carboxilico)-17-(ciclobutano-2-acido
carboxilico)borrelidina (4-aminometila)piridina amida (10)

Figura 6: mostra o0s espectros 1H RMN para 17-
des(ciclopentano-2-acido ' carboxilico)-17-(ciclobutano-2-acido
carboxilico)borrelidina (3-aminometila)piridina amida (1 1)'

Figura 7: mostra os espectros 'H RMN para 17-

-des(ciclopentano-2-acido carboxilico)-17-(ciclobutano-2-acido

carboxilico)borrelidina (2-aminometila)piridina amida (12)

Figura 8: mostra os espectros 'H RMN para 17-
des(ciclopentano-2-acido carboxilico)-17-(ciclobutano-2-acido
carboxilico)borrelidina (3-(2-aminoetila))piridina amida (13)

Figura9: mostra os espectros 'H RMN para 17-
des(ciclopentano-2-acido | carboxilico)-17-(ciclobutano-2-acido
carboxilico)borrelidina amida (14)

Figura 10:Estruturas dos compostos (6-14) produzidos nos
exemplos.

EXEMPLOS

Meétodos Gerais

Fermentacdo de culturas

A produgdo de andlogos de borrelidina foi realizada como
descrito previamente em WO 2004/058976 e um exemplo tipico é fornecido
abaixo (Exemplo 1).

Procedimento de analise LCMS para analise de caldo de
fermentagdo e estudos de transformagdo in vivo

Caldo de cultura (1 mL) e acetato de etila (1 mL) foram

misturados por 15 min seguido por centrifuga¢do por 10 min. 0,5 mL da
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camada orgénica foi coletado, evaporado até secura e entdo re-dissolvido em
0,25 mL de metanol. LCMS foi realizado em um sistema integrado Agilent

HP1100 HPLC em combinagdo com um eSpectrﬁmetro de massa por

. electrospray Bruker Daltonics Esquire 3000+ operando em modo de ion

positivo. Cromatografia foi atingida por uma coluna Phenomenex Hyperclone
(Cys BDS, 3u, 150 X 4,6 mm) eluindo durante 25 min em uma vazdo de 1
mL/min com um gradiente linear de agua + 0,1% de &4cido férmico para
acetonitrila + 0,1% de acido formico.
Sintese

Todas as rea¢Ges foram conduzidas em condi¢des anidras a
menos que de outra maneira determinado, em vidraria seca no forno que foi
resfriado sob vacuo, e usando solventes secos. Rea¢des foram monitoradas

por LC-UV-MS em instrumento quadruplo simples Micromass Platform.

- Cromatografia foi atingida por silica de fase reversa usando uma coluna

Atlantis dC18 (50 x 2,1 mm, 5 micron) eluindo em 1 ml/min com o seguinte
gradiente: T = 0, 100% A; T = 2,5, 100% B; fase mével A, agua + 0,1% de
4cido formico; fase mdvel B, acetonitrila + 0,1% de 4cido formico. Detecgéo
de UV foi realizada em 215 nm.

Verificacdo de solubilidade em agua

Solubilidade em &agua pode ser testada como segue: Uma
solugdo estoque de 10 mM do andlogo de Borrelidina é preparada em 100%
de DMSO em temperatura ambiente. Aliquotas de 0,01 mL triplicadas sdo
constituidas para O,SA mL ou com solugdo de 0,1 M de PBS, pH 7,3 ou 100%
de DMSO em frascos de ambar. As solugbes resultantes de 0,2 mM sdo
agitadas no escuro, em temperatura ambiente em um agitador IKA® vibrax
VXR por 6 h, seguido por transferéncia das solu¢des ou suspensdes
resultantes em tubos Eppendorf de 2 mL e centrifuga¢ido por 30 min a 13200
rpm. Aliquotas do fluido de sobrenadante s@o entdo analisadas pelo método de

LCMS como descrito acima.
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Verificacdo de permeabilidade celular

Permeabilidade celular pode ser testada como segue: O
composto de teste € dissolvido para 10mM em DMSO e entdo diluido
adicionalmente em tampdo para produzir uma concentragio de dosagem final
de 10pM. O marcador de fluorescéncia amarelo lucifer também € incluido
para monitorar integridade de membrana. Composto de teste é entdo aplicado
a superficie apical de monocamadas de célula Caco-2 e permeagio de
composto no compartimento basolateral é medida. Isto € realizado na dire¢do
reversa (basolateral para apical) para investigar transporte ativo. LC-MS/MS é
usado para quantificar niveis tanto do composto de teste como de controle
padrdo (tal como Propanolol e Acebutolol).

Determinacio de estrutura RMN de compostos sintéticos

Espectros 'H RMN foram registrados em 400 MHz em uma
maquina Bruker 400. Compostos foram dissolvidos em CDClI; e referenciados
como o proton residual ressonante em d = 7,26 ppm.

Bioensaio in vitro para atividade anticancer

Avaliagdo in vitro de compostos para atividade anticincer em
um quadro de 12 linhagens humanas de célula de tumor em um ensaio de
proliferagdo em monocamada foi realizada no Oncotest Testing Facility,
Institute for Experimental Oncology, Oncotest GmbH, Freiburg. As
caracteristicas das 12 linhagens celulares selecionadas estdo resumidas em
Tabela I.

Tabela I — Linhagens celulares de teste

# Linhagem Caracteristicas
celular
1  MCF-7 Mama, NCI padréo
2 MDA-MB-231 Mama - PTEN positivo, resistente a 17-AAG
3 MDA-MB-468 Mama - PTEN negativo, resistente a 17-AAG
4 NCI-H460 Pulmaéo, NCI padrdo
5 SF-268 CNS, NCI padréo
6 OVCAR-3 Ovariano - p85 mutado. AKT amplificado.
7  A498 Renal, alta expressio MDR,
8 GXF251L Gastrico
9 MEXF394NL  Melanoma
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10 UXF 1138L Utero
11 LNCAP Prostata - PTEN negativo
12 DUI145 Prostata - PTEN positivo

As linhagens celulares de Oncotest foram estabelecidas a partir
de xenoenxertos de tumor humano como descrito por Roth et al., (1999). A
origem dos xenoenxertos doadores foi descrita por Fiebig et al., (1999).
Outras linhagens celulares foram ou obtidas a partir do NCI (H460, SF-268,
OVCAR-3, DU145, MDA-MB-231, MDA-MB-468) ou adquiridas a partir de
DSMZ, Braunschweig, Germany (LNCAP).

Todas as linhagens celulares, a menos que de outra forma
especificado, foram cultivadas a 37 °C em uma atmosfera umidificada (95 %
de ar, 5 % de CO,) em um meio ‘pré-misturado’ contendo meio RPMI 1640,
10 % de soro bovino fetal, e 0,1 mg/mL de gentamicina (PAA, Célbe,
Germany).

Ensaio de monocamada — breve descricdo de protocolo:

Um ensaio modificado de iodeto de propidio foi usado para
verificar os efeitos do(s) composto(s) de teste no crescimento de linhagens
celulares de tumor humano (Dengler et al., (1995)).

Resumidamente, células foram coletadas de culturas em fase
exponencial por tripsinizagdo, contadas e emplacadas em placas de
microtitulo de fundo plano de 96 pocos em uma densidade celular dependente
da linhagem celular (5 - 10.000 células viaveis/pogo). Depois de recuperagio
por 24 h para permitir que células retornem ao crescimento exponencial,
0,010 mL de meio de cultura (6 pogos de controle por placa) ou meio de
cultura contendo macbecina foram adicionados aos pogos. Cada concentragio
foi emplacada em triplicata. Compostos foram aplicados em duas
concentragdes (0,001 mM e 0,01 mM). Seguindo 4 dias de exposi¢do
continua, meio de cultura celular com ou sem composto de teste foi
substituido por 0,2 mL de uma> solugdo aquosa de iodeto de propidio (PI) (7

mg/L). Para medir a propor¢io de células vivas, células foram
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permeabilizadas congelando as placas. Depois de descongelar as placas,
fluorescéncia foi medida usando o leito de microplaca Cytofluor 4000
(excitagdo 530 nm, emissdo 620 nm), gerando uma relagdo direta para o
numero total de células viaveis.

A inibi¢do de crescimento média através do quadro de 12
linhagens celulares foi expressa como tratado/controle x 100 (% T/C).

A atividade de andlogos de borrelidina mostrada neste ensaio
de inibigdo de crescimento de célula de cancer € pensada ocorrer amplamente
através de inibi¢do de treonil tRNA sintetase.

Exemplo 1: Fermentacdo e isolamento de 17-des(ciclopentano-2-acido

carboxilico)-17-(ciclobutano-2-acido carboxilico)borrelidina (6)

O exemplo dado é especifico para a produgdo de 6 mas o
método geralmente € para todos os andlogos de borrelidina, uma pessoa de
verso na arte ira perceber como adaptar o método especifico descrito abaixo
para a producdo de analogos de borrelidina alternativos. Fermentadores 3 x 7
L Applikon foram corridos como descrito e os caldos de fermentagdo
combinados para extragdo.

Um frasco de insemina¢@o contendo meio NYG (30 mL em
um frasco Erlenmyer de 250 mL) foi inoculado com S. parvulus
Ti4055/borG::aac3(IV)) (WO 2004/058976) de uma cultura estoque
miceliana (0,5 mL; gerada por dilui¢do 1:1 de uma cultura inseminada de 2
dias com crio-conservante (20% w/v de glicerol e 10% w/v de lactose em
agua deionizada)). Meio NYG contém, em agua deionizada: extrato de carne
(0,3% w/v), Bacto peptona (0,5% w/v), glicose (1% w/v) e extrato de
levedura (0,5% w/v).

Sementes secundarias também foram preparadas como acima
(mas com 250 mL de NYG em frascos Erlenmyer de 2 L). Meio de produgéo
PYDG (4 L) com 0,01% v/v de Pluronic L0101 para prevenir espumagdo foi

inoculado com os indéculos de semente secundaria (10% v/v). Meio PYDG
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contém, em 4gua deionizada: nutriente de leite peptonizado (1,5% w/v),
autolisado de levedura (0,15% w/v), dextrina (4,5% w/v) e glicose (0,5% w/v)
ajustado para pH 7,0. Isto foi deixado para fermentar em um fermentador
Applikon de 7 L por 6 dias a 30 °C. Depois de 24 h ciclobutanol,2-trans-
diacido carboxilico em metanol foi adicionado para gerar uma concentragio
final de 4 mM. Fluxo de ar foi ajustado em 0,75 vvm, com septos inclinados e
a velocidade de impulsdo controlada eletronicamente entre 250 e 600 rpm a
fim de manter tensdo de oxigénio dissolvido em ou acima 30% de saturagio
do ar. O caldo de fermentagdo de trés tais fermentadores foi combinado (12 L)
e ensaiado; um total de 339 mg de 6 foi produzido (em um titulo médio 28
mg/L).

O caldo de fermentagdo foi ajustado para pH ~5.5 (conc. HCI)
e entdo clarificado por centrifugacdo. O sobrenadante foi extraido com
etilacetato (2 x 1 volume equivalente), e a pelota celular extraida com metanol
(2 x 1 volume equivalente). Os extratos orgénicos combinados foram
evaporados para produzir uma suspensdo aquosa marrom. Esta foi diluida
com agua (para 1 L) e extraida com etilacetato (3 x 1 L). Os extratos
organicos combinados foram evaporados para produzir 6leo marrom (~4,5 g).
O ¢leo foi dissolvido em acetona, gel de silica “flash” 60 foi adicionado (150
g) e o solvente removido por evaporagdo. Este foi aplicado a uma coluna de
silica “flash” (5 x 25 cm) pré-preparada em heptano. A coluna foi eluida com
um gradiente escalonado de 100% de heptano a 100% de acetato de etila.
Fragdes contendo 6 foram identificadas por TLC, combinadas, e o solvente
removido por evaporagdo para gerar um Oleo amarelo (~1 g). Este dleo foi
entdo dissolvido no volume minimo de mistura de solvente
(heptano:CHCls:etanol, 10:10:1) e aplicado a uma coluna de Sephadex LH-20
(2,5 x 60 cm) pré-preparada na mesma mistura de solvente. The column was
eluted under gravity with approx. 3 L da mesma mistura de solvente,

coletando fragdes de 12 mL. Fragdes contendo 6 foram combinadas e o
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solvente removido por evaporagdo. O solido amarelo palido resultante (550
mg) foi cristalizado dissolvendo em uma quantidade minima de CHCIl; e
entdo adicionando hexano até que se tornasse nebuloso. A solugio resultante
foi armazenada a -20°C durante a noite e o sélido resultante coletado por
filtragdo e entdo lavado com hexano frio. O licor mée foi tratado similarmente
de novo. Os dois grupos foram combinados para produzir 6 (190 mg).

RMN para 6 foram registrados
espectrometro Bruker Advance 500 a 298 K operando em 500 MHz e 125

Espectros em um

MHz para 'H e "C respectivamente. Programas de pulso Bruker padrdo foram
usados para adquirir os espectros 'H-'H COSY, APT, HMQC ¢ HMBC,;

constantes de acoplamento s@o dadas em hertz. Experimentos RMN foram

corridos em CDCl; e foram referenciados para o proton residual ressonante

em dy 7,26 e carbono em d¢ 77,0 para CDCls.
CH; CH; CH,

(6)
 Tabelall

Posigéo d¢ On (mult., Hz) H-H COSY | H-C HMBC
1 0-C=0 | 1723 |- - -

235 dd (16,7, 2.0)
2 CHy 1343 15747 4d(16.7, 10,.3) 3 1.3, 4
3 SII{-I 70,0 | 3,89 dt (10,4, 2.2) 2.4 14,518
4 CH  [357 |16lm 3. 5a, 18

1.04 ddd (10.4,10.4,22) | 4.6
5 CHr |41 | 1’5044 19.0. 83 27 3,4.7,18,19
6 CH |274 [154m 5.7.19

1.12ddd 6
7 CHy |46 | jog e : 5.8.9.19.20
g CH 262 |160m 7.9, 20

1.04m 8.9b, 10
9 CH: {374 | Tl 430 Son 8.10,11,20,21
10 CH  [352 |1.86m 9a, 11, 21
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Posi¢do 8¢ Oy (mult., Hz) H-H COSY | H-C HMBC
11 (C)g' 73,1 |4,11d(9,7) 10 9,10, 12,13,21
12 = 118,2 | - - -
13 CH= 144,0 | 6,80d (11,3) 14 11,12,15,22
14 CH= 126,9 | 6,39 dd (14,9, 11,5) 13, 15 13,22
15 CH= 138,5 | 6,10 ddd (8,9, 3,4, 3,0) 14,16 1317
16 CH; 343 |2,46m 15,17 15,17, 1
17 CH-O |755 [5,1lm 16, 1’ 1°,2°,1,15
18 4-CH; |17,0 |0,84d(6,7) 4 3,45
19 6-CH; | 18,2 |0,79d (6,3) 6 5
20 8-CH; |20,2 |0,82d(5,2) 8 7, 8,9
21 10-CH; | 14,9 | 1,04d (6,4) 10 9,11
22 -CN 1159 | - - -
I’ CH 40,2 | 2,89 quint (9,0) 17,2°,4° 2’,4°,5,17
2’ CH 41,9 | 3,08 qgrad (9,0) 1’,3 1°,3°,5°,17
3 CH; 21,5 [2,15m 2,4 1’

, 2,02 m y o~ ) s
4 CH, 21,1 1,76 quint (9.6) 1°,3 1°,3°,17
5 -COH |177,3 | - - -

ESI-MS m/z: 498,4 [M+Na]*, 476,3 [M+H]", 458,4 [M-18]";

474,5 [M-HJ, 456,4 [M-18]
UV: [ ax(DAD) = 258 nm

Exemplo 2:

Sintese

de 17-des(ciclopentano-2-acido

carboxilico)-17-

(ciclobutano-2-acido

carboxilico)borrelidina

(4-(2-hidroxietila))morfolina

éster (7)

Uma solugdo agitada dé analogo de borrelidina 6 (125 mg,
0,263 mmol) em tetrahidrofurano anidro (THF) (7 mL) foi tratada sob
1-hidroxitriazol (35 mg, 0,263 N-(3-
dimetilaminopropila)-N’-etilcarbodiimida (EDCI) (64 mg, 0,33 mmol) e
DMAP (73 mg, 0,60 mmol). Depois de 30 min 4-(2-hidroxietila)morfolina
(344 mg, 0,32 mL, 2,63 mmol) foi adicionada. Depois de 3 h adicionais a

nitrogénio com mmol),

mistura foi evaporada até secura. O residuo foi absorvido em diclorometano
(DCM), lavado duas vezes com agua e seco por> sulfato de magnésio. Depois
de filtragdo e evaporagdo o residuo foi purificado por ‘Corhbiﬂash’ eluindo
com um gradiente de 0-90% de acetato de etila em DCM. O produto foi

evaporado até secura e azeotropado duas vezes com cloroformio para produzir
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um vidro sem cor. Produgdo = 61 mg, 39%. Pureza (por LCMS) >95%. 'H
RMN foi consistente com o composto correto (Figura 2).

Exemplo 3: Sintese de 17-des(ciclopentano-2-4cido carboxilico)-17-

(ciclobutano-2-acido carboxilico)borrelidina (2-(2-hidroxietila)piridina éster

(8)

Este composto foi preparado como descrito em exemplo 2
usando as mesmas quantidades de material mas com 2-(2-hidroxietila)piridina
(323 mg, 0,30 mL, 2,63 mmol) em lugar da 4-(2-hidroxietila)morfolina.
Produgdo = 89 mg, 58%. Pureza (por LCMS) >95%. 'H RMN foi consistente
com o composto correto (Figura 3).

Exemplo 4: Sintese de 17-des(ciclopentano-2-acido carboxilico)-17-

(ciclobutano-2-acido _ carboxilico)borrelidina  (4-(2-aminoetila))morfolina

amida (9)

Uma solugéo agitada de 6 (100 mg, 0,204 mmol) em THF seco
(7,5 mL) foi resfriada para -20°C e tratada, sob nitrogénio, com trietilamina
seca (0,03 mL, 0,225 mmol) seguido por cloroformiato de isobutila (0,03 mL,
0,225 mmol). Depois de agitar a -20°C por 30 min a mistura foi filtrada para
remover cloridrato de trietilamina. O filtrado foi novamente resfriado a -20°C

e tratado, sob nitrogénio, com 4-(2-aminoetila)morfolina (0,17 mL, 1,3

| mmol). A temperatura foi deixada crescendo até ambiente pelas proximas 3 h,

depois de cujo tempo a mistura foi evaporada até secura. O residuo foi
absorvido em DCM, lavado trés vezes com 4gua e seco por sulfato de
magnésio. Depois de filtragem o solvente foi removido por evaporagdo em
temperatura ambiente. O produto foi purificado por ‘Combiflash’ eluindo com
um gradiente de 0-90% de acetato de etila em DCM, seguido por 5% de
trietilamina em acetato de etila. Depois de evaporagdo o produto foi obtido
como um vidro ligeiramente amarelo. Produgéo = 84 mg, 54%. Pureza (por
LCMS) >99%. 'H RMN foi consistente com o composto correto (Figura 4).

Exemplo 5: Sintese de 17-des(ciclopentano-2-4dcido carboxilico)-17-
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(ciclobutano-2-acido carboxilico)borrelidina (4-aminometila)piridina amida

(10)

Este composto foi preparado como descrito em exemplo 4 mas
usando as seguintes quantidades de material: andlogo de borrelidina 6 (125
mg, 0,263 mmol), THF seco (10 mL), trietilamina seca (29 mg, 0,04 mL,
0,289 mmol), cloroformiato de isobutila (39 mg, 0.04 mL, 0,289 mmol) e 4-
(aminometila)piridina (181 mg, 0,17 mL, 1,68 mmol). Purificagdo foi
realizada usando ‘Combiflash’ usando 0-90% de acetato de etila em DCM,
seguido por acetato de etila liquido. O produto foi isolado como um sélido
branco. Produgio = 32 mg, 21,5%. Pureza (por LCMS) >97%. 'H RMN foi
consistente com o composto correto mas requereu a adigdo de algum ds-
DMSO para auxiliar solubilidade do produto (Figura 5).

Exemplo 6: Sintese de 17-des(ciclopentano-2-acido carboxilico)-17-

(ciclobutano-2-acido carboxilico)borrelidina (3-aminometila)piridina amida

(11)

Este composto foi preparado como descrito em exemplo 4
usando as mesmas quantidades de material mas com 3-(aminometila)piridina
(181 mg, 0,17 mL, 1,68 mmol) em lugar de 4-(2-aminoetila)morfolina.
Purificac¢do foi realizada usando ‘Combiflash’ usando 0-90% de acetato de
etila seguido por 90% de acetato de etila em DCM (o produto eluido depois
de um subproduto). O produto foi azeotropado duas vezes com cloroférmio
para gerar um vidro sem cor. Produgdo = 121 mg, 81%. Pureza (por LCMS)
100%. '"H RMN foi consistente com o composto correto (Figura 6).

Exemplo 7: Sintese de 17-des(ciclopentano-2-acido carboxilico)-17-

(ciclobutano-2-acido carboxilico)borrelidina (2-aminometila)piridina amida

(12)

Este composto foi preparado como descrito em exemplo 4
usando as mesmas quantidades de material mas com 2-(aminometila)piridina

(181 mg, 0,17 mL, 1,68 mmol) em lugar de 4-(2-aminoetila)morfolina.



10

15

20

25

38

Purificagdo como exemplo 4 para gerar o produto como um vidro sem cor.
Produgdo = 137 mg, 92%. Pureza (por LCMS) 100%. '"H RMN foi consistente
com o composto correto (Figura 7).

Exemplo 8: Sintese de 17-des(ciclopentano-2-icido carboxilico)-17-

(ciclobutano-2-acido carboxilico)borrelidina (3-(2-aminoetila))piridina amida

(13)

Este composto foi preparado como descrito em exemplo 4
usando as mesmas quantidades de material mas com 3-(2-aminoetila)piridina
(205 mg, 0,27 mL, 1,68 mmol) em lugar de 4-(2-aminoetila)morfolina.
Purificagdo como exemplo 4 para gerar o produto como um vidro sem cor.
Produgdo = 98 mg, 64%. Pureza (por LCMS) 100%. 'H RMN foi consistente
com o composto correto (Figura 8).

Exemplo 9: Sintese de 17-des(ciclopentano-2-4cido carboxilico)-17-

(ciclobutano-2-dcido carboxilico)borrelidina amida (14)

Este composto foi preparado como descrito em exemplo 4
usando as mesmas quantidades de material mas com amoénia aquosa (0,1 mL)
em lugar de 4-(2-aminoetila)morfolina. Trés gotas de acido acético glacial
foram adicionadas imediatamente antes de processamento e entdo purificagdo
como exemplo 4 para gerar o produto como um vidro sem cor. Produgéo = 90
mg, 72%. Pureza (por LCMS) >99%. 'H RMN foi consistente com o
composto correto (Figura 9).
Exemplo 10: Estudos de clivagem de derivados de éster 7 & 8 e derivados de

amida 9 & 13

Compostos 7, 8, 9 & 13 foram incubados em sangue de rato e
avaliados por sua clivagem para gerar o acido parental 6.

Compostos 7, 8, 9 & 13 foram adicionados a sangue de rato
(contendo EDTA) em uma concentragéo final de 0,01 mg/mL e incubados a
37 °C. Amostras foram tomadas em 2, 30, 60, 120 e 180 minutos e extraidas

usando cartuchos SPE. Resumidamente, amostra (0,1 mL) foi transferida para
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um tubo de propileno de 2 mL e padrfo interno foi adicionado. A amostra foi
diluida para um volume de 1 mL por adigdo de 0,1 M de KH,PO, aquoso. A
amostra foi turbilhonada por um periodo de 5 min e centrifugada a 3000 rpm
por 5 min. Um cartucho Oasis MAX (1 cc/30 mg) foi condicionado com 1 mL
de MeOH e 1 mL de agua sucessivamente. O sobrenadante foi transferido
para o cartucho condicionado em uma vazdo de 1-2 mL/min. O cartucho foi
lavado com 2% de NH,OH em agua e 30 % de MeOH (contendo 2 % de
acido férmico) a 1-2 mL/min. Finalmente, o analito foi eluido com 80 % de
MeOH (contendo 2 % de 4cido foérmico) a 1-2 mL/min. Os extratos foram
transferidos para frascos de amostrador automatico e imediatamente
analisados por LC/MS. Amostras foram comparadas com uma curva de
calibragdo padréo para 6.

As amostras com tempo de 2 minutos para cada composto
foram serialmente diluidas depois de extragio e analisadas por LC-MS para
assegurar que sua resposta fosse linear ao longo de um inter\}alo de
concentragdo de 3-100%. LCMS foi realizado em um espectrometro de massa
Bruker Daltonics Esquire 3000+ equipado com uma fonte de electrospray
acoplada ao HPLC. As condigdes de HPLC foram: 20 % de B por 1 min
seguido por um gradiente linear para 100 % de B por um periodo de 7 min e
um periodo isocratico de 2 min a 100 % de B. Volume de inje¢do: 0,05 mL.
HPLC foi realfzado em uma coluna Waters Symmetry C8 de 3,5 microns, 50
mm x 2,1 mm, correndo uma fase movel de: fase movel A: 0,1% de 4cido
férmico em 4gua; fase movel B: 0,1% de Acido férmico em acetonitrila;
vazdo: 1 mL/minuto.

Composto 6 mostra um ion [M-H] intenso a m/z 474.
Fragmentagdo desta espécie molecular resulta em um espectro com ijons
intensos a m/z 271 e 412. O ion irmdo a m/z 412 pode ser idealmente
selecionado para quantificago.

Usando estes métodos os derivados de amida 9 & 13 se



10

15

20

40

clivaram para gerar qualquer composto parental 6. Os dois derivados de éster
7 & 8 se clivaram rapidamente para gerar o composto parental 6. A meia-vida
para a clivagem de 7 foi estimada em 12 min, e para 8 a taxa de clivagem foi
muito rapida para calcular usando este protocolo.

Baseado nestes dados os derivados de éster 7 e 8 sdo
considerados como atuando como prd-farmacos potenciais de 6. Os derivados
de amida néo funcionam do como pro-farmacos de 6.

Exemplo 11:Dados biolégicos — Avaliacdo in vitro de atividade anticancer

dos derivados de borrelidina

Avaliagdo in vitro dos compostos de teste para atividade
anticAncer em um quadro de linhagens celulares de tumor humano em um
ensaio de proliferagdo em monocamada foi realizada como descrito nos
métodos gerais usando um ensaio modificado de iodeto de propidio. Esta
triagem pode ser usada como um modelo para os efeitos toxicos de compostos
ao inibir crescimento celular geral.

Os resultados sdo apresentados em Tabela III abaixo; cada
resultado representa a média de experimentos em triplicata, exceto para
compostos 1 e 6 para os quais os resultados representam a média de
experimentos em duplicata.

Tabela III —dados de linhagem celular in vitro

Média de %T/C
Composto # alpM alOpM
1 7 6
6 33 8
7 36 8
8 40 6
9 101 43
10 104 57
11 97 20
12 87 15
13 97 37
14 92 26

nenhuma inibi¢éo de crescimento celular a 1 mM e portanto estes compostos

Compostos 9, 10, 11, 12, 13 e 14 resultaram em pouca ou
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podem ser dito terem um perfil de seguranga relativamente bom. Compostos
7 e 8 foram melhorados em relagdo a composto 6 o proprio melhorado em
relagdo a composto 1.

Exemplo 12: Dados bioldgicos — avaliacdo de atividade anti-angiogénica de

derivados de borrelidina usando um ensaio de membrana corioalantdica

(CAM) de frango

Ovos férteis frescos foram incubados por 3 dias em uma
incubadora de ovos padro a 37°C por 3 dias. Em Dia 3, ovos foram rachados
em condigOes estéreis e embrides foram colocados em placas de plastico de
20 x 100 mm e cultivados a 37°C em uma incubadora de embrides com um
reservatorio de dgua na prateleira de baixo. Ar foi continuamente borbulhado
no reservatorio de agua usando uma bomba pequena de forma que a umidade
na incubadora foi mantida constante. Em Dia 6, um anel “0” de silicone
estéril foi colocado em cada CAM e uma quantidade estabelecida de
composto de teste dissolvida em 10 pl de 0,5% de metilcelulose foi liberada
em cada anel “0” em uma coifa estéril. Embrides foram retornados para a
incubadora depois de adigdo de material de teste. Embrides de controle
receberam 10 pL de veiculo apenas. Em Dia 8, embrides foram removidos da
incubadora e mantidos em temperatura ambiente enquanto que densidade de
vasos sanguineos foi determinada em cada anel “0” usando um sistema de
captura de imagens em uma magnifica¢do de 160x.

A densidade de vasos sanguineos foi medida semi-
quantitativamente usando um sistema de pontuag@o de angiogénese, no qual
numeros exponenciais 1 a 32 foram usados para indicar nimero de vasos
sanguineos presente nos sitios de tratamento no CAM. Numero 32
representou a maior densidade e 0 representou nenhuma angiogénese. O
percentual de inibicdo em cada sitio de dosagem foi calculado usando o
escore registrado para aquele sitio dividido pelo escore médio obtido a partir

das amostras de controle apropriadas para cada experimento individual. O
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percentual de inibi¢cdo para cada dose de um dado composto foi calculado
combinando todos os resultados obtidos para aquela dose.

Os resultados sdo apresentados em Tabela IV abaixo; cada
escore médio de densidade de vasos sanguineos representa a média de dez
experimentos. A inibi¢do percentual de linhagens de células de cancer a 1uM
foi calculada subtraindo a %T/C média a 1uM de tabela III de 100. Um valor
maior na proporg@o de inibi¢do de vasculatura CAM para inibi¢do de célula

de céancer in vitro deve sugerir um aumento relativo em atividade

antiangiogénica comparado com inibi¢do de crescimento celular geral, ou

atividade de tRNA sintetase.
Tabela IV — Dados de ensaio CAM e proporcido de inibicdo de célula de

cancer para inibicdo de angiogénese

Composto # Escore médio de | Inibi¢do Inibicdo Propor¢ao de
densidade de | percentual média | percentual média | inibigdo de
vasos sanguineos | de  vasculatura | de linhagens de | vasculatura CAM

CAM células de cancer | a 25ng/CAM

at25ng/CAM a luM para inibicio de
célula de céncer
in vitro a 1uM

1 6,4 62 93 0,6

6 8,2 51 67 0,76

7 7,8 54 64 0,84

9 6,8 60 0 >60

A partir destes dados, parece que o indice terapéutico anti-
angiogénico (propor¢do de anti-angiogénese para inibi¢do celular geral) de 9 é
especialmente bom, e 7 ¢ 9 sdo melhorados, se comparados com 1 e 6.
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REIVINDICACOES

1. Composto ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do

mesmo, 0 composto caracterizado pelo fato de ser de acordo com férmula (I)

abaixo:

5 Férmula (I)

onde:

R; e R, independentemente representam cada H, SR3; ou um
grupo alquila C1-C4 que pode ser opcionalmente substituido por um ou mais
grupos selecionados a partir de OH, F, Cl ou SR;; onde Rj representa H, CHj;

10  ou COCHjs; alternativamente R; e R, junto com os carbonos com os quais eles
sdo acoplados representam um anel de cicloalquila de 4 membros
opcionalmente substituido por um ou mais atomos de halogénio ou um ou
mais grupos alquila C1 a C3;

R4 representa
0]

o)
Rs /\)]\/R5
X % o Y ou
b

15 -NHNHC(O)Rg onde Rg representa biotina, H ou um grupo
alquila C1-C4 opcionalmente substituido por um ou mais grupos selecionados
a partir de OH, F, Cl; -
X representa -NH- ou -O-;
Y representa -NH-, -O- ou —CH,-;
20 Rs representa H ou -(CH,),Rs,

n representa um namero inteiro entre 1 e 3,
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R representa H, -OH, -OCHj, -CO,R;, ou um grupo alquila
C1 a C4 opcionalmente substituido por um ou mais grupos selecionados a
partir de OH, F, Cl, -CO,R;, -COR7, onde R; representa um grupo alquila C1-
C4

ou R¢ representa:

i) um anel aromatico de 6 membros,

ii) um anel heteroaromatico de 5 a 7 membros contendo entre
um e trés atomos de N, S ou O,

iii) um grupo de cicloalquila de 5 a 7 membros ou

iv) um anel de heteroalquila de 5 a 7 membros contendo entre
um e trés atomos de N, S ou O,

cada um de i) a iv) acima pode ser opcionalmente substituido
por um ou mais grupos selecionados a partir de CHz, OCHj3, F, Cl ou Br; e

| Ry representa CN, CO,H, CH; ou CONH,,

contanto, entretanto, que quando X representa —O- entdo Rs

ndo representa H.

2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que Ry represerita CN.
3. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que R, e R, junto com os carbonos com os quais

eles sdo acoplados representam um anel de cicloalquila de 4 membros.

4. Composto de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado

pelo fato de que R; e R, junto com os carbonos com os quais eles sdo
acoplados representam um anel de cicloalquila de 4 membros, substituido
apenas por Ry.

5. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 4, caracterizado pelo fato de que R, representa

Rs
H(U\X/
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6. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 5, caracterizado pelo fato de que X representa —O-.

7. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des

1 a 5, caracterizado pelo fato de que X representa —NH-.

8. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 7, caracterizado pelo fato de que n representa 1.

9. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 7, caracterizado pelo fato de que n representa 2.

10. Composto de acordo com qualquer uma das reivindica¢des

1 a 9, caracterizado pelo fato de que quando Rg representa um anel

heteroaromatico de 6 membros contendo entre um e trés atomos de N, S ou O.

11. Composto de acordo com a reivindicac¢do 10, caracterizado

pelo fato de que Ry representa um anel heteroaromatico de 6 membros
contendo um atomo de N.

12. Composto de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado

pelo fato de que R¢ representa

N7 | s /Nl
X A ! \J/\j
, ou .

13. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des

1 a9, caracterizado pelo fato de que R¢ representa um anel de heteroalquila de
6 membros contendo entre um e trés atomos de N, S ou O. |

14. Composto de acordo com a reivindicag¢do 13, caracterizado

pelo fato de que R4 representa
0]
N
15. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 ou

reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que R; e R, junto com os carbonos

com os quais eles sdo acoplados representam um anel de cicloalquila de 4

membros, substituido apenas por R4 que representa



10

15

Rs
HH‘\X/

2

onde X representa —O- e Rjs representa -(CH,),R¢, onde n

representa 2 e Rg representa

(o}
M
16. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 ou

reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato de que R; e R, junto com os carbonos

com os quais eles sdo acoplados representam um anel de cicloalquila de 4

membros substituido apenas por R4 que representa
o)

Rs
"
b

onde X representa —O- e Rs representa -(CH;),Rs, onde n

representa 2 e Rg representa

N/
g

17. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 ou

reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que R; ¢ R, junto com os carbonos

com os quais eles sdo acoplados representam um anel de cicloalquila de 4
membros substituido apenas por R4 que representa

Rs
\Hj)kx/

3

onde X representa —NH- e Rs representa -(CH,),Rs, onde n

representa 2 e Rg representa

o
N
18. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 ou

reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que R; e R, junto com os carbonos

com os quais eles sdo acoplados representam um anel de cicloalquila de 4

membros substituido apenas por R4 que representa
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onde X representa —NH- e Rs representa -(CH,),Rs, onde n

b

representa 1 e Rg representa

Z "N

19. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 ou

reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que R; e R, junto com os carbonos

com os quais eles s@o acoplados representam um anel de cicloalquila de 4

membros substituido apenas por R4 que representa

Rs
HAX/

b

onde X representa —NH- e Rs representa -(CH,),Rs, onde n

N
@
S

20. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 ou

representa 1 e R¢ representa

reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que R, e R, junto com os carbonos
com os quais eles sdo acoplados representam um anel de cicloalquila de 4
membros substituido apenas por R4 que representa

Rs
HHJ\X/

bl

onde X representa -NH- e Rs representa -(CH,),Rs, onde n

representa 1 e Rg representa

N~ I
X

21. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 ou

reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que R, e R, junto com os carbonos

com os quais eles s@o acoplados representam um anel de cicloalquila de 4

membros substituido apenas por R4 que representa



10

15

20

Rs
112]\)(/

b

onde X representa -NH- e Rs representa -(CH,),Rs, onde n

N
&
JJ

22. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 ou

representa 2 e Rg representa

reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que R; e R, junto com os carbonos

com os quais eles sdo acoplados representam um anel de cicloalquila de 4
membros substituido apenas por R4 que representa

Rs
HHKX/

b

onde X representa -NH- e Rs representa H.

23. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de ser:
17-des(ciclopentano-2-acido  carboxilico)-17-(ciclobutano-2-
acido carboxﬂico)borrelidina (4-(2-hidroxietila))morfolina éster;
17-des(ciclopentano-2-dcido  carboxilico)-17-(ciclobutano-2-
acido carboxilico)borrelidina (2-(2-hidroxietila)piridina éster;
17-des(ciclopentano-2-4cido  carboxilico)-17-(ciclobutano-2-
acido carboxilico)borrelidina (4-(2-aminoetila))morfolina amida;
17-des(ciclopentano-2-acido  carboxilico)-17-(ciclobutano-2-
acido carboxilico)borrelidina (4-aminometila)piridina amida;
17-des(ciclopentano-2-4cido  carboxilico)-17-(ciclobutano-2-
acido carboxilico)borrelidina (3-aminometila)piridina amida;
17-des(ciclopentano-2-acido  carboxilico)-17-(ciclobutano-2-
acido carboxilico)borrelidina (2-aminometila)piridina amida;
17-des(ciclopentano-2-dcido  carboxilico)-17-(ciclobutano-2-
acido carboxilico)borrelidina (3-(2-aminoetila))piridina amida;

17-des(ciclopentano-2-acido  carboxilico)-17-(ciclobutano-2-
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acido carboxilico)borrelidina amida,;
ou um sal farmaceuticamente aceitavel de qualquer um destes.
24. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 23, caracterizado pelo fato de ser para uso como um produto farmacéutico.

25. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 23, caracterizado pelo fato de ser para uso como um produto farmacéutico

no tratamento de cancer ou malignidades de célula B.

26. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de
compreender um composto como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 23 junto com um ou mais diluentes ou carreadores
farmaceuticamente aceitaveis.

27. Método de tratamento de cancer ou malignidades de célula

B, caracterizado pelo fato de compreender administrar a um paciente uma

quantidade eficaz de um composto como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 23.
28. Uso de um composto como definido em qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 23, caracterizado pelo fato de ser para a preparagdo de um

medicamento para o tratamento de cancer ou malignidades de célula B.
29. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 23, caracterizado pelo fato de ser para uso como um produto farmacéutico

no tratamento de disturbios oftalmicos em que angiogénese esta implicada.

30. Composto de acordo com a reivindicagdo 29, caracterizado

pelo fato de que o distirbio oftdlmico é retinopatia diabética.

31. Composto de acordo com a reivindicagdo 29, caracterizado

pelo fato de que o distarbio oftalmico € degenerag:éo macular relacionada a
idade, neovascularizagdo corneana e retinopatia da prematuridade.

32. Processo para preparar um composto de férmula (I) ou um
sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo como definido em qualquer uma

das reivindicagGes 1 a 23, caracterizado pelo fato de compreender:
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(a) reagir um composto de féormula (IT):
CHz CH3 CHj

1)

em que Rj, R; e Ry s@o como definidos em qualquer uma dés
reivindicag¢des 1 a 23,

ou um derivado protegido destes, usando qualquer um dos
métodos descritos em (i) a (viii) abaixo:

(i) reagdo de um cloreto 4cido formado a partir de um
composto de férmula (II) com um alcool ou. amina adequada;

(i1) esterificagdo ou amidagdo direta de um composto de
férmula (II) na presenga de carbodiimida, e uma base;

(iii) transesterificagdo de um éster, formado a partir de um
composto de férmula (II), com um alcool adequado;

(iv) reagdo de um éster de metila de um composto de formula
(II) com uma amina adequada;

(v) formagdo de um éster ativo a partir de um composto de
formula (II), entdo reagdo com um alcool ou amina adequada;

(vi) formagdo de um anidrido misturado a partir de um
composto de férmula (II), entdo reagdo com uma amina adequada;

(vil)) redugdo de um anidrido misturado a partir de um
composto de férmula (IT) com um hidreto metélico a um alcool;

(viii) alquilagdo e acilagdo de um alcool primario preparado a
partir de um composto de férmula (II).

ou

(b) converter um composto de féormula (I) ou um sal deste em



outro composto de formula (I) ou outro sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo; ou

(c) desproteger um composto protegido de férmula (I).
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Figura 1

Borrelidina (1) 12-desnitrila-12-carboxil borrelidina (2)

CH3 CH; CHs

11-epi borrelidina (4)

14,15-cis borrelidina (5)
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura b
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Figura 6

————— ]

]

|

0

F

'
I’I ;
i

[

A

f\/’\,ﬂb ‘

lm

|

(
A
B

_

.
/
.j{_;pk

P

[
#h

—=

- 18.77

- 13.01

- 1.01
S 1.01
+ 205

+ 101

0.99
0.96

T 1.01

- F 102

7 3.06

J 1.00

- 1.99

5.0

ppm (f1)



7/10

Figura 7

|

e e b

A

{u

L.

J

20.11

5.69

T o099
3.9

F 5.00

F 104

T 0.96
] 166

1 1.87
F 096

T 0.94
F 111

5.0

ppm (f1)



8/10

Figura 8
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Figura 9
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RESUMO
“COMPOSTO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, METODO DE
TRATAMENTO DE CANCER OU MALIGNIDADES DE CELULA B,
USO DE UM COMPOSTO, E, PROCESSO PARA PREPARAR UM
COMPOSTO”

A presente invengdo se refere a derivados de borrelidina que
sdo Uteis em medicina, e.g. no tratamento de cancer ou malignidades de célula
B, ou outras doeng¢as nas quais angiogénese contribui para a patologia
incluindo distarbios oftdlmicos tal como retinopatia diabética assim como
degenerag¢do macular relacionada a idade (AMD), neovascularizagdo corneana -
e retinopatia ou prematuridade. A presente invengdo também fornece métodos
para a produgdo destes compostos € seu uso em medicina, em particular no
tratamento e / ou profilaxia de cincer ou malignidades de célula B e outras

doengas nas quais angiogénese estd implicada no processo patogénico.
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