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COMPOSTO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, PROCESSO DE
PREPARACAO DE UM COMPOSTO, METODO DE CONTROLE DE VEGETAGAO
INDESEJADA, METODO DE INIBICAO DA ATIVIDADE DE FOSFATASE
VEGETAL, METODO DE PREVENCAO OU TRATAMENTO DE UMA INFECGAO
FONGICA EM UM PACIENTE E METODO DE TRATAMENTO DE PACIENTES
QUE SOFREM DE CANCER

Ao longo do presente pedido, sdo indicadas algumas
publicagdes. As citagdes completas dessas publicagdes podem
ser encontradas imediatamente antes das reivindicagdes. Os
relatérios descritivos dessas publicag¢des sd3o integralmente
incorporados ao presente por meio de referéncia ao presente
pedido, a fim de descrever mais completamente o estado da
técnica a que se refere a presente invengdo.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

Retindides, metabdlitos de vitamina A, foram
examinados terapeuticamente contra uma série de tumores,
incluindo gliomas (Yung et al (1996)). Co-repressor receptor
nuclear (N-CoR) é intimamente associado ao receptor retindide
e liberado mediante unido de ligantes ao receptor (Bastien et
al (2004)). Evitando-se a agdo de proteina fosfatase-1 e
proteina fosfatase-2A, as antifosfatases aumentam a forma
fosforilada de N-CoR e promovem a sua translocalizagédo
citoplasmdtica subsequente (Hermanson et al (2002)).

O inibidor de fosfatase, Cantaridina, possui
atividade antitumor contra canceres humanos do figado
(hepatomas5 e do trato gastrointestinal superior, mas &
téxico para o trato urindrio (Wang, 1989).

A publicagdo de um relatério dando conta que
cantaridina age como um inibidor de fosfatase de proteinas
despertou um interesse mais geral em compostos com este tipo
de estrutura .quimica (Li e Casida, 1992). Descobriu-se
anteriormente que o congénere mais simples e o seu produto de

hidrdlise (disponivel <comercialmente como © herbicida

_——
—_—
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Endothal) sao hepatotéxicqs (Graziani e Casida, 1997) .

Estudos de unido demonstraram que a agdo de certos homdlogos

de cantaridina é direta sobre fosfatase-2A de proteina e

indireta sobre fosfatase-1 de proteina (Honkanen et al, 1993;
5 Li et al, 1993).

Dos congéneres conhecidos deste tipo de composto,
apenas o original, cantaridina, e seu derivado
bis (normetila), norcantaridina, observaram qualgquer uso como
substéncia de droga anticancerigena e apenas norcantaridina &

10 utilizada como agente antineoplastico (Tsauer et al, 1997).

Apesar destes sucessos, poucos compostos deste tipo
foram selecionados pela atividade antitumorosa ou citotdxica.
Atualmente, existe uma necessidade significativa de
desenvolvimento de inibidores de fosfatases de proteina que

15 sejam mais ativas, menos tdxicas e apresentem agdo mais
especifica que as substéncias conhecidas mencionadas acima.

RESUMO DA INVENGCAO

Composto que possui a estrutura:

R, R
N4

‘“

/&

Re / re
Rg

20 em que:
a unido o estd presente ou ausente;
R; e R, sdo, independentemente entre si, H, O ou
ORy, em que Ry & H, alquila, alquenila, algquinila ou arila;
ou R, e R; juntos sdo =0;
25 R; e R, sdo diferentes entre si e cada qual é OH,

0", ORy, SH, S ou SRs;
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H
,%/ \/\N P

Non,
o H
N N /< >‘—O—'CH;
ou

4

3

—N\—/'x

em que X é O, S, NR;p ou N+R10R10,'

em que cada R;, € independentemente alquila,
alquila C5-Ci2 substituido, alquenila, alquenila Cy-C1o

5 substituido, alquinila, alquinila substituido, arila, arila

substituido em que o substituinte & diferente de cloro quando

AX 1)

-CH,CN, - CH,CO3R11, - CH,COR11, -NHR,;; ou -NH* (Rll) 2, €m

R, e R, forem =0;

10 que R;; é alquila, alquenila ou alquinila, cada um dos quais
substituido ou ndo substituido, ou H;
Rs e R¢ sdo, independentemente entre si, H, OH; ou
R e R¢, tomados em conjunto, sdo =0; e
R, e Ry sdo, independentemente entre si, H, F, Cl,
15 BR, SO,Ph, CO,CH; ou SR;;, em que R;; & H, arila ou alquila,
alquenila ou alquinila substituido ou nao substituido;
< ou um sal, enantidmero ou zwitterion do composto.

Composto que possui a estrutura:

o]
v on,
N X
| N

20 em que:
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a unido o estd presente ou ausente;

Ry estd presente ou ausente e, quando presente, é
H, alquila, alquenila, alquinila ou fenila; e

X é& O, NR;, ou NH'R;,;,, em gque cada Ry, &
independentemente H, alquila, alquila C,-C;; substituido,
alquenila, alquenila C,;-C;; substituido, alquinila, alquinila
substituido, arila ou arila substituido em que o substituinte

é diferente de cloro;

X

-CH,CN, -CH,CO3R;; ou —CH,COR;3, em que Ry é H ou
alquila;
ou um sal, zwitterion ou enantidmero do composto.

Composto que possuil a estrutura:

annjoo

| litiaes

em que:

A e B sdo, independentemente entre si, H, F, Cl,
Br, SO,Ph, CO,CH3;, CN, CORis ou SRis;

em que Ry, € H, arila ou um alquila, alquenila ou
alquinila substituido ou ndo substituido;

X & O, NH ou S;

Z & 0, S, SRis, NH, NR;;5, CH,OH ou CH;OR;5, em que Rjs
é arila ou um algquila, alquenila ou algquinila substituido ou
ndo substituido; e

Y e W sdo, independentemente entre si, CH;, CHOH,
C=0 ou C=S;

ou um sal do composto.
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A presente invengdo contempla adicionalmente um
método de controle de vegetagdo indesejada que compreende o
contato da vegetagdo ou seu ambiente com uma quantidade
eficaz como herbicida dos compostos conforme a presente
invencao.

A presente invengdo contempla ainda um método de
inibicdo da atividade de fosfatase de plantas que compreende
o contato da planta ou seu ambiente com uma quantidade eficaz
como herbicida dos compostos conforme a presente invengdo.

A presente invengdo contempla ainda um método de
prevencdo ou tratamento de infecgdes flngicas em pacientes,
que compreende a administragdo ao paciente de uma quantidade
eficaz dos compostos conforme a presente invengao.

A presente invengdo contempla ainda um método de
tratamento de <clncer em pacientes, que compreende a
administracdo ao paciente de uma gquantidade eficaz dos
compostos conforme a presente invengao.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1: curva logaritmica de linhagem celular de
glioma U373 tratada com Endothal (End), tioanidrido Endothal
(ET), norcantaridina (nor-Can) ou Composto 100. O aumento das
dosagens demonstra maior inibigdo do crescimento. Barras de
erros indicam desvio padrao.

Figura 2: inibi¢3o da linhagem de células de glioma
U373 tratadas com Endothal (End) ou Composto 100 ou cada qual
com e sem &acido retindico totalmente trans (ATRA) por sete
dias. O tratamento individual com Endothal e Composto 100
exibe inibicdo modesta do crescimento. Combinagdo de End ou
Composto 100 com ATRA exibe redugdo sinérgica do crescimento
celular. Barras de erro indicam desvio padréo.

Figura 3: inibigdo do crescimento de linhagem de
células de cancer renal, UMRC por tiocanidrido de Endothal

(ET), Endothal (End) , dcido retindico totalmente trans
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(ATRA), Tricostatina A (TSA) evnorcantaridina (nor-Can) por
sete dias. As barras de erro indicam desvio padrdo.

Figura 4: inibigdo do crescimento de linhagem de
células de glioma U373 por ticanidrido Endothal (ET),
Endothal (End), A&acido retindico totalmente trans (ATRA),
tricostatina A (TSA) e norcantaridina (nor-Can) por sete
dias. Tratamento individual com tioanidrido Endothal exibiu a
maior inibicdo do crescimento. Barras de erro indicam desvio
padrdo.

Figura 5: inibig¢3o de crescimento de linhagem de
células de caAncer de mama, MCF-7 por meio de inibigdo de UMRC
por tioanidrido Endothal (ET) , Endothal (End) , acido
retindico totalmente trans (ATRA), tricostatina A (TSA) e
norcantaridina (nor-Can) por sete dias. Tratamento com doses
individuais de Endothal, ATRA e TSA exibiu inibig¢do do
crescimento. Barras de erro indicam desvio padrdo.

Figura 6: curva logaritmica de linhagem de células
de glioma U373 tratada com 1- (3-exocarbdxi-7-oxabiciclo
[2.2.l]heptano—z-exocarbonil)—4—etilpiperazina (Composto 105)
apés trés dias. O aumento das dosagens demonstra uma maior
inibicdo do crescimento.

Figura 7: curva logaritmica de linhagem de células
GBM humanas U373 tratada com 1- (3-exocarbdxi-7-oxabiciclo
[2.2.1]heptano-z-exocarbonil)—4—eti1piperazina (Composto 105)
apbés sete dias. O aumento das dosagens demonstra maior
inibicdo do crescimento.

Figura 8: inibigd3o do crescimento de linhagem de
células GBM humanas U373 tratada com Composto 105 por sete
dias. O grafico exibe a inibigdo do crescimento ao longo de
sete dias nas dosagens a seguir: 1, 2, 5, 10, 50 e 100 uM de

composto 105, 10 pM de composto 100 e uma dosagem controle.



10

15

20

30

células

dias.

células

dias.

células

dias.

células

dias.

células

dias.

células

dias.

células

dias.

7/78

Figura 9: inibi¢do do crescimento da linhagem de

de glioma U373 pelo Composto 105 ao longo de sete
Figura 10: inibigdo do crescimento da linhagem de
de glioma U373 pelo Composto 102 ao longo de sete
Figura 11: inibigdo do crescimento da linhagem de
de glioma U373 pelo Composto 101 ao longo de sete
Figura 12: inibigdo do crescimento da linhagem de
de glioma U373 pelo Composto 103 ao longo de sete
Figura 13: inibi¢do do crescimento da linhagem de
de glioma U373 pelo Composto 104 ao longo de sete
Figura 14: inibig8o do crescimento da linhagem de
de glioma U373 pelo Composto 106 ao longo de sete
Figura 15: inibigd3o do crescimento da linhagem de
de glioma U373 pelo Composto 100 ao longo de sete

Figura 16: inibig83o do crescimento da linhagem de

células de meduloblastoma DAOY pelo Composto 100 ao longo de

sete dias.

Figura 17: efeito do composto 100 sobre o volume de

tumor de xenoenxerto U87 ao longo de 26 dias.

Figura 18: efeito do composto 100 e do Composto 102

sobre o volume de tumor de xenoenxerto DAOY ao longo de 23

dias.

curvas com valor ICsg
de células

utilizando um teste CellTiter-Glo.

Figura 19A: representagdo grafica e adequagdo de

(IT) de dados obtidos apds a exposigdo

MDA-MB-231 ao Composto 100 e Composto 102

Os efeitos de 10 uM de
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doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
sdo exibidos em I. Cada ponto representa a média + desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.

Figura 19B: representag¢do grafica (I) e adequagao
de curvas com valor ICso (II) de dados obtidos apds a
exposigdo de células HT-29 ao Composto 100 e ao Composto 102
utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 uM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
sdo exibidos em I. Cada ponto representa a média + desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.

Figura 19C: representag¢do grafica (I) e adequagédo
de curvas com valor ICs, (II) de dados obtidos apds a
exposigdo de células NCI-H460 ao Composto 100 e ao Composto
102 utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 uM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
sdo exibidos em I. Cada ponto representa a média + desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.

Figura 19D: representagdo grafica (I) e adequagdo
de curvas com valor ICs, (II) de dados obtidos apds a
exposicdo de células NCI-H522 ao Composto 100 e ao Composto
102 utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 uM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
sd3o exibidos em I. Cada ponto representa a média #+ desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.

Figura 19E: representagdo grafica (I) e adequagao
de curvas com valor ICs, (II) de dados obtidos apds a
exposicdo de células NCI-H69 ao Composto 100 e ao Composto
102 utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 pM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
sdo exibidos em I. Cada ponto representa a média + desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.

Figura 19F: representagdo grafica (I) e adequagdo

de curvas com valor ICs, (II) de dados obtidos apds a
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exposigdo de células GXF-209 ao Composto 100 e ao Composto
102 utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 uM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
sdo exibidos em I. Cada ponto representa a média + desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.

Figura 19G: representag¢do grafica (I) e adequagdo
de curvas com valor ICs, (II) de dados obtidos apbds a
exposigdo de células HepG2 ao Composto 100 e ao Composto 102
utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 uM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
sdo exibidos em I. Cada ponto representa a média + desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.

Figura 19H: representagdo grafica (I) e adequagdo
de curvas com valor ICs, (II) de dados obtidos apds a
exposigcdo de células OVCAR-3 ao composto 100 e ao composto
102 utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 uM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
sio exibidos em I. Cada ponto representa a média + desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.

Figura 19I: representagdo grafica (I) e adequagdo
de curvas com valor ICs, (II) de dados obtidos apds a
exposicdo de células PANC-1 ao Composto 100 e ao Composto 102
utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 uM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
sio exibidos em I. Cada ponto representa a média + desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.

Figura 19J: representagdo grafica (I) e adequagdo
de curvas com valor ICs, (II) de dados obtidos apds a
exposicdo de células DU-145 ao Composto 100 e ao Composto 102
utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 uM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
sio exibidos em I. Cada ponto representa a média + desvio

padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.



10

15

20

30

10/78

Figura 19K: representag¢do grafica (I) e adequagdo
de curvas com valor ICsq (II) de dados obtidos apbs a
exposigdo de células LNCAP ao Composto 100 e ao Composto 102
utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 uM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
sdo exibidos em I. Cada ponto representa a média + desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.

Figura 19L: representagdo grafica (I) e adequagdo
de curvas com valor ICs, (II) de dados obtidos apds a
exposic¢do de células HL-60 ao Composto 100 e ao Composto 102
utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 uM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
sio exibidos em I. Cada ponto representa a média + desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.

Figura 19M: representagdo grafica (I) e adequagdo
de curvas com valor ICs, (II) de dados obtidos apbs a
exposicdo de células K-562 ao Composto 100 e ao Composto 102
utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 puM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
s3o exibidos em I. Cada ponto representa a média i desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cobpias.

Figura 19N: representagdo grafica (I) e adequagdo
de curvas com valor ICs, (II) de dados obtidos apds a
exposicdo de células MOLT-4 ao Composto 100 e ao Composto 102
utilizando o teste CellTiter-Glo. Os efeitos de 10 uM de
doxorubicina que foi utilizada como controle positivo também
s3o exibidas em I. Cada ponto representa a média + desvio
padrdo de amostras pelo menos em trés cdpias.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

Composto que possuil a estrutura:
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2

/

C
R“/\Rs
Rg

14

em que a unido o estd presente ou ausente; R; e R, sdo,
independentemente entre si, H, O ou ORy, em que Ry é H,
alquila, alquenila, alquinila ou arila; ou R; e R; juntos sé&o
5 =0; R; e R, sdo diferentes entre si e cada qual & OH, O, ORy,

SH, S_, SR.Q,'

P

em que X é& O, S, NR;; ou N'RjoRjp, em que cada Ry, €
independentemente alquila, alquila C,-Ci2 substituido,
10 algquenila, alquenila C,;-C;; substituido, alquinila, alquinila
substituido, arila ou arila substituido, em que o

. substituinte é diferente de cloro quando R; e R; forem =0;

| A

-CH,CN, -CH,;CO3R;11, -CH,COR;1, -NHR;; ou -NH+ (Rll) 2, €m

’

15 que cada R;; € independentemente alquila, alquenila ou
alquinila, cada um dos quais substituido ou ndo substituido,

ou H;
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Rs e R¢ sdo, independentemente entre si, H, OH ou Rs
e Rg, tomados em conjunto, sdo =0; e R, e Rg séo,
independentemente entre si, H, F, Cl, Br, SO,Ph, CO,CH;, CN,
COR;; ou SR;;, em que R;; € H, arila ou algquila, alquenila ou
5 alquinila substituido ou ndo substituido ou um sal,
enantiémero ou zwitterion doi composto.
Uma realizacdo conforme a presente invengdo fornece
um composto que possui a estrutura:

Ry

7

Ry
N c/
\Ra

R

R4

/
/S
Rg

?lllluu

Rs

10 A presente invengdo fornece ainda a composigdo do
presente em que R; e R; juntos sdo =0; R3 € O ou ORyg, em que

-

Ry € H, metila, etila ou fenila; Ry é&:

M
N CH;
1 \/\N/ 3
ScHy ,

/N

, A

. em que X & O, S, NRy, ou N'RyoRio;

15 em que cada R; € independentemente H, alquila,
alquila Cy-Cio substituido, alquenila, alquenila Cs4-Cia
substituido, alquinila, alquinila substituido, arila, arila
substituido em que o substituinte é diferente de cloro quando

R, e R, forem =0;
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X

-CH,CN, -CH;CO;R;;, -CH,COR;;, -NHR;;, -NH'(R;), em
* que R;; é alquila, alquenila ou alquinila, cada um dos quais
substituido ou ndo substituido, ou H;
5 -Rs e Rg, tomados em conjunto, sadao =0; e R; € Rg
sdo, independentemente entre si, H, F, Cl, Br, SO,Ph, CO;CH;,
CN, CORi;; ou SR;;, em que R € H ou um alquila, alquenila ou
alquinila substituido ou ndo substituido.
A presente invengdo fornece ainda a composigdo do
10 presente, em que R; € O.
A presente invengdo fornece ainda a composigdo do

presente, em que R, é:

O A
s /N

—% N X
n___/ , ou
N CHy
}7; \/\N/ :
e ‘
Em uma realizac¢do, a presente invengdo fornece um

15 composto que possui a estrutura (Composto 104):

o}
OH
) NH O—CH,
: N
o s OU
[0}
o
NH O ——CH,
NH'
Q
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Em uma realizagdo, a presente inveng¢ao fornece um

composto que possui a estrutura (Composto 104E):

o
OH
l’ NH 0——CH,
N
o , ou

| .
o‘
DOV
N\H
0

Em uma realizagdo, a presente inveng¢do fornece um
composto que possul a estrutura (Composto 106):
o

OH

NH\/\N<CH3

CH
o 3

Em uma realizac¢do, a presente inveng¢ao fornece um

composto que possui a estrutura (Composto 106E):

O
OH
NH \//\ /CH3
AN
CHy
o]

A presente invengdo fornece adicionalmente a

composigdo do presente, em que Ry €:

RIS

’
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em que X é O, NR;p; ou N+R10R10, em dJque cada Rio é

independentemente H, alquila, alquila C;-C;;, alquenila,
alquenila C4-Ci2 substituido, alquinila, alquinila
substituido;

PO

A presente invengdo fornece adicionalmente a

composicdo do presente, em que R' é:

em que Ry € H, alquila, alquila C;-Ci substituido,
alquenila, alquenila C4;-C;, substituido, alquinila, alquinila
substituido, arila substituido em gque o substituinte &

diferente de cloro quando R; e R, forem =0O;

doe
}

-CH,CN, - CH,COzR11, - CH,COR14, -NHR;; ou NH* (Rll) 2, €m

’

que R;; € H ou alquila.
A presente invengdo fornece ainda a composigdo do

presente, em que R4 é:
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A presente invengao fornece ainda a composigdo do

em que R, é:

-§_ [ i
\ / \H ?

X

A presente invengdo fornece ainda a composigdo do

em que Rjp é:

em que R, é:

em que Ryo é:

3

A presente invengdo fornece ainda a composigdo do
em que Ry é:
-—g—-N N'——CH,CH;

H

-

A presente invengdo fornece ainda a composigdo do

em que Ry é:

i n
\;__J/ H .
A presente invengdo fornece ainda a composigdo do

em que Rs e Rg juntos sdo =0.
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A presente invengdo fornece ainda a composig¢do do
presente, em que R; e Rg sdo independentemente H.

A presente invengdo também fornece um composto que

DG
S

possui a estrutura:

c ,
em que a unido o estd presente ou ausente; Ry esta

presente ou ausente e, quando presente, €& H, alquila C;-Cj,
alquenila C,-C;o ou fenila; e X &€ O, S, NR;, ou N'RjoR1p, em que
cada Rio é independentemente alquila, alquila C,-Cs»

1.0 substituido, alquenila, alquenila Cy-Cia substituido,

alquinila, alquinila substituido, arila e arila substituido,

- em que o substituinte é diferente de cloro;

X

-CH,CO2R;,;, -CH,COR;;, -CHCN ou -CH;CH;R;6, em que Rj;

15 é H ou alquila e em que R;¢ € qualquer substituinte que é um

precursor de um intermedidrio aziridinila ou um sal,
enantidmero ou zwitterion do composto.

- Em uma realizagdo, a presente inveng¢ao fornece a

D
NS

20 !

estrutura:
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em que a unido o esta presente ou ausente; X é O,
S, NR;, ou N'RjgR;o, em que cada R;; €& independentemente H,
alquila, alquila C;-C;; substituido, alquenila, alquenila C;-
Ci» substituido, alquinila, alquinila substituido, arila e

arila substituido, em que o substituinte é diferente de

PO

-CH,COzR;,1, -CH,COR;q, -CH,CN ou -CH,CHyR,4, em que Ry,

cloro;

14

é H ou alquila e em que R;¢ &€ qualquer substituinte que & um
precursor de um intermedidrio aziridinila;

ou um sal, enantifmero ou zwitterion do composto.

A presente invengdo fornece ainda uma realizagdo em
que X & O ou NH'R;p, em que Ry € H, alquila, algquila C;-Ci
substituido, alquenila, alquenila Cy-C12 substituido,
alquinila, alquinila substituido, arila ou arila substituido,

em que o substituinte & diferente de cloro;

X
3

A presente invengdo fornece ainda uma realizagdao em

0.

M

que X
A presente invengdo fornece ainda uma realizagdo em
que X & -CH,CHyR;6, em que R;¢ é qualquer substituinte que € um
precursor de um intermedidrio de aziridinila.
A presente invengdo fornece ainda uma realizagdo em
gque X é NH'R;,, em que R;, & H, algquila, algquila C;-Ci

substituido, alquenila, alquenila Cy-Cia substituido,
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alquinila, alquinila substituido, arila, arila substituido em

-

que o substituinte é diferente de cloro;

i o
%J\o >< :
-CH,COzR;1, - CH,COR;;, -CH,CN ou - CH,CH3;R;¢, em que Rjy1
5 é H ou alquila e em que R;s € qualquer substituinte que & um
precursor de um intermediario aziridinila.
A presente invengdo fornece ainda uma realizagdo em
que R;p, € metila.

A presente invengdo fornece ainda uma realizagdo em

doc

A presente invengdao fornece ainda uma realizag¢do em

M

10 que Rio

M

que Rio

g
15 A presente invengdo fornece ainda uma realizacdao em
que R;p é etila.

A presente invengdo fornece ainda uma realizagdo em

ausente.

M

que Rao
Em uma outra realizagdo, a presente invencgao

20 fornece a estrutura:
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em que Ry &€ presente ou ausente e, quando presente,

é H, alquila, alquenila, alquinila ou fenila; e X & O, NRj

ou N'RjoR1p, em que cada R;p € independentemente alquila,
alquila C,-Cj2 substituidd, alquenila, alquenila C4-C12

5 substituido, alquinila, alquinila substituido, arila, arila

substituido em que o substituinte & diferente de cloro;

A

"CHzCOlel, -CHgCORll ou -CH,CN, em que Rq1 é H ou

alquila;
10 ou um sal, zwitterion ou enantidmero do composto.
Em uma outra realizac3o da presente invengao, Rio é
ciclopropila.

Em uma outra realizagdo, a presente invengao

fornece a estrutura:

I A
) \__/’

15
em que X é O ou NH'Ry,, em que R, estd presente ou
ausente e, quando presente, é alquila, alquenila ou
alquinila, cada um dos gquais & substituido ou nao
substituido;
[¢]
20

-CH,CO,R;;, -CH,CORy; ou -CH,CN, em que Ry &€ H ou

alquila.
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Em uma realizag¢do, a presente inveng¢do fornece um

composto que possul a estrutura (Composto 100):

o)
o

/7 \ .

N N

\H

(o] ou

‘

oo
I/

Em uma realizag¢do, a presente invengdo fornece um

composto que possui a estrutura (Composto 102):

Em uma realizacdo, a presente invengdo fornece um

composto que possui a estrutura (Composto 101) :
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cagy
@ifm

Em uma realizag¢do, a presente inveng¢do fornece um

composto que possui a estrutura (Composto 103):

DWW
DWW

Em uma realizagdo, a presente invengdo fornece um

composto que possui a estrutura (Composto 105):

(Di:;{ N
N/

+ OU
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‘ G’:ﬁ;{ \

Em uma outra realizag¢do, a presente invengao

fornece a estrutura:

o)
OH
N X
O ’
5 em que X & O, NR;, ou NH'Ryp;

em que Ry & alquila, alquenila, alquinila ou arila;

em que Rjp estd presente ou ausente e, quando
presente, & alquila, alquenila ou alquinila, cada um dos

10 guais substituido ou ndo substituido;

X8

-CH,CO3R;14, -CH, COR,;; o©u ~-CH,CN, em que Ry € H ou
alquila.
s Em uma outra realizacdo da presente invengdo, Rio €

15 ciclopropila.

Em uma realizacdo, a presente invengdo fornece um

composto que possui a estrutura (Composto 111):

OO
[s] \._/ .
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Em uma realizagdao, a presente invengdo fornece um

composto que possui a estrutura (Composto 104E) :

o)
OH
NH \ O——CH;
N
o ou

o)
o
NH 0—CH;
AN
H
o)

Em uma realizagdo, a presente invengao fornece um

5 composto que possui a estrutura (Composto 100E):

o)

o

N ‘N
NN,

ou

OON
I/

Em uma realizag¢do, a presente inven¢do fornece um

composto que possuli a estrutura (Composto 102E):
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NIV

Em uma realizagdo, a presente invengdo fornece um

composto que possul a estrutura (Composto 101E):

ulll[jt:n NH,"
| ANV
Illl:ii:n NH

N/

Em uma realizacdo, a presente invengdo fornece um

U

composto que possui a estrutura (Composto 103E) :

N\/:\/Na/\Q' )

o0



5

10
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Em uma realizag¢do, a presente

invengdo fornece um

composto que possui a estrutura (Composto 105E):

O@E
N/

’

D@
(o] \_/ .

Em uma realizag¢do, a presente

ou

inveng¢do fornece um

composto que possui a estrutura (Composto 111E):

o)
OH
/" \
N O
o __ /

A presente inveng¢do fornece um

a estrutura (Composto 106):

composto que possui

(o]
OH
CHj
NH
\/\N/
\CH;,
o .

A presente invengao fornece um

a estrutura (Composto 106E):

composto que possui
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(o}
OH
CH,
NH
. \/\N <
o CHa

A presente invengdo fornece um composto que possui
a estrutura (Composto 108):

[e]

NH
HyCHN \)

N NCH
I/

@

o
5 A presente invengdao

a estrutura

fornece um composto que possui
(Composto 107):

COMe

N NCH;

o]

A presente invengdo fornece um composto que possui
a estrutura (Composto 107E):

CO,Me

N NCH.
I/
10-

Em uma outra realizagdo, a presente

invengao
fornece um composto que possui a estrutura:

eetstl (D

p-S 1T
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em que A e B sdo, independentemente entre si, H, F,
Cl, Br, SO,Ph, CO,CH;, CORjs, SRy4, em que R;y, € H ou arila ou
um alquila, alquenila ou alquinila substituido ou nédo
substituido; X &€ O, NH ou S; Z & 0O, S, SR;s, NH, NR;5, CH,OH,
CH,OR;s em que R;s €& arila ou um alquila, alquenila ou
alquinila substituido ou ndo substituido; e Y e W sdao,
independentemente entre si, CHOH CH,;, C=S ou C=0, ou um sal
do composto.

Em uma realizag¢do da presente inveng¢do, Y e W sdo,
independentemente entre si, CH, ou C=S. l

A presente invengdo fornece ainda uma realizagdo em
que X € O; Z é S; e Y e W sdo, independentemente, C=S.

A presente invenc¢do fornece ainda uma realizagdo em
que A e B sao independentemente F.

A presente invengdo fornece ainda uma realizagdo em
que A é H; e B é F.

Em uma outra realizagdo, a presente invengao

fornece um composto que possui a estrutura:

O

em que A & F ou SRy, em que Ry €& arila ou um
alquila, alquenila ou alquinila substituido ou nao
substituido; e B &€ F, Cl, Br, SO,Ph, CO,CH; ou SR;s, em que Rj,
é arila ou um alquila, alquenila ou alquinila substituido ou
ndo substituido.

Em uma realizag¢do adicional, a presente invengado

fornece as estruturas:



10

29/78

£

€

Tllisees

o o ] {IITIER,

—y

[
-
3
=
=

b of [[ {11100

A  presente invengao fornece uma composigdo
farmacéutica que compreende os compostos conforme a presente
invengdo e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

A presente invengdo também fornece um processo de
elaboragdo de um composto que compreende a reagao de um

composto que possui a estrutura:

=
o]
X

com um composto que possul a estrutura:
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Ry
Ry
- Ry
) Ry
R
R
Rs
para formar um composto que possuli a estrutura a
seguir:

Re

5 reacdo de um composto que possui a estrutura acima

com hidrogénio na presenga de um catalisador para formar:
Ry

Re

A presente invengdo também fornece um processo de
fabricacdo de um composto que compreende a reagdo de um

10 composto que possui a estrutura:

. S
X
AN

com um composto que possul a estrutura:



seguir:
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para formar um composto que possui a estrutura a

QU]

A

reacdo de um composto que possui a estrutura acima

com hidrogénio na presenga de um catalisador para formar:

g

p_J ({111

A presente invengdo também fornece um processo de

fabricagcdo de um composto gue possuil a estrutura:

. seguir:

que compreende:

-dissolugao de

T

um composto que possui a estrutura a

H
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em benzeno e adigdo de um composto que possul a

estrutura:

- 7\

HN N~

4 temperatura ambiente para produzir um composto

5 gue possui a estrutura:
O

¢

-

-
=
=

e recristalizacdo do composto produzido a partir de

um solvente quente.
A presente invengdo também fornece um processo de

10 fabricag¢do de um composto que compreende:

-dissolugdo de um composto que possui a estrutura a

seguir:

(o]

em benzeno e adicdo de um composto que possui a

15 estrutura:

HN o N
__/

4 temperatura ambiente para produzir um composto

que possul a estrutura:
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I
| N

recristalizagdo do composto produzido a partir de
um solvente quente.

Em uma realizag¢do, o solvente é dimetilformamida
(DMF) ou etanol.

A presente invengdo fornece um método de tratamento
de um paciente que sofre de um tumor que sobre-expressa N-CoR
que compreende a administragdo ao paciente de um ou mais dos
compostos conforme a presente invengdo, isoladamente ou em
combinacdo com um ou mais ligantes receptores retinoides ou
um ou mais ligantes de histona desacetilase, ou ambos, em
cada caso em uma gquantidade eficaz para o tratamento do
paciente.

Em uma realizag¢do, o composto & selecionado a
partir do Composto 100 e do Composto 105.

No método conforme a presente invengdo, o ligante
histona desacetilase pode ser um inibidor, tal como o
inibidor histona desacetilase de HDAC-3 (histona
desacetilase-3). O ligante histona desacetilase pode também
ser selecionado a partir do grupo que consiste de 2-amino-8-
ox0-9,10-epoxidecanoila, 3-(4-aroil-1H-pirrol-2-il) -N-
hidréxi-2-propenamida, Composto APHA 8, apicidina, butirato
de arginina, &cido butirico, depsipeptideo, depudecina, HDAC-
3, bis-hidroxamida de acido m-carboxicindmico, N-(2-
aminofenil) -4- [N- (piridin-3-
ilmetoxicarbonil)aminometil] benzamida, MS 275, oxanfiatin,
butirato de fenila, piroxamida, escriptaid, sirtinol,

butirato de sédio, &cido subérico bis-hidroxdmico, acido
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suberoilanilido hidroxdmico, tricostatina A, trapoxin A,
trapoxin B e &acido valprédico.

Os compostos conforme a presente inveng¢ao podem ser
utilizados em combinagdo com compostos que inibem a enzima
histona desacetilase (HDAC). Essas enzimas HDAC modificam por
meio de pbs-tradugdo histonas (Patente Norte-Americana
Publicada n° 2004/0197888, Armour et al). Histonas sdo grupos
de proteinas que se associam com DNA em células eucaridticas
para formar estruturas compactadas denominadas cromatina.
Esta compactagdo permite a localizagdo de uma enorme
quantidade de DNA no interior do nicleo de uma célula
eucaridtica, mas a estrutura compacta de cromatina restringe
o acesso de fatores de transcrig¢do ao DNA. A acetilag¢do das
histonas reduz a compactagdo da cromatina, o que permite que
fatores de transcrigdao unam-se ao DNA. Desacetilagao,
catalisada por histona desacetilases (HDACs), aumenta a
compactagdo de cromatina, de forma a reduzir a acessibilidade
do fator de transcricdo a DNA. Inibidores de histona
desacetilases evitam, portanto, a compactagdo de cromatina,
permitindo que fatores de transcrigdo unam-se a DNA e
aumentem a expressao dos genes.

Nos métodos conforme a presente invengao, uma
determinag¢do do percentual de células com N-CoR no citoplasma
com relacdo ao percentual de células com N-CoR no nicleo é
representativo da razdo entre a quantidade de células ndo
diferenciadas e a quantidade de células menos diferenciadas
em um dado tecido.

No método conforme a presente invengdo, os tumores
que sobre-expressam N-CoR  podem incluir glioblastoma
multiforme, clncer de mama, céncer colo-retal, cadncer do
pulmdo de células pequenas ou cancer do ovario.

A presente invengao também fornece um método de

inibigdo do crescimento de um tumor que sobre-expressa N-CoR
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em pacientes, que compreende a administragdo ao paciente de
um ou mais dos compostos conforme a presente invengdo,
isoladamente ou em combinagdo com um ou mais ligantes
receptores de retindide, um ou mais ligantes de histona
desacetilase ou ambos e, em cada caso, em quantidades
eficazes para afetar N-CoR, de forma a induzir, com isso, a
diferenciagdo de células do N-CoR que sobre-expressa tumores
e inibir o crescimento do tumor no paciente.

Em uma realizag¢do, o composto €& selecionado a
partir do Composto 100 e do Composto 102.

Nos métodos conforme a presente invengdo, uma
determinag¢do do percentual de células com N-CoR no citoplasma
com relacdo ao percentual de células com N-CoR no nicleo é
representativa da razdo entre a quantidade de células mais
diferenciadas e a razdo de células menos diferenciadas em um
dado tecido.

No método conforme a presente invengdao, tumores que
sobre-expressam N-CoR podem incluir glioblastoma multiforme,
cancer de mama, cancer colo-retal, céancer do pulmdo de
células pequenas ou cdncer do ovario.

A presente invengdo contempla ainda um método de
controle de vegetacdo indesejada que compreende o contato da
vegetagdo ou seu ambiente com uma quantidade eficaz como
herbicida dos compostos conforme a presente invengao.

A presente invengdo contempla ainda um método de
inibic3o da atividade de fosfatase de plantas que compreende
o contato da planta ou seu ambiente com uma quantidade eficaz
como herbicida dos compostos conforme a presente invengdo.

A presente invengdo contempla ainda um método de
prevencdo ou tratamento de infecgdes fingicas em um paciente
gue compreende a administragdo ao paciente de uma quantidade

eficaz dos compostos conforme a presente invengdo.
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A presente invengdo contempla ainda um método de
tratamento de <cdncer em ©pacientes que compreende a
administracdo ao paciente de uma quantidade eficaz dos
compostos conforme a presente invengdo.

A presente invengdo contempla ainda um método de
tratamento de pacientes que sofrem de cdncer de mama, cancer
do cbélon, cancer do pulmdo de células grandes, adenocarcinoma

do pulmdo, céncer do pulmdo de células pequenas, cancer do

estdémago, cdncer do figado, adenocarcinoma do ovario,
carcinoma do pancreas, carcinoma da prdstata, leucemia
promilocitica, leucemia mielocitica crdénica ou leucemia

linfocitica aguda que compreende a administragdo ao paciente
de uma quantidade terapeuticamente eficaz dos compostos
conforme a presente invengdo, de forma a tratar o paciente.

A presente invengdo contempla ainda o uso de proé-
drogas que sdo convertidas in vivo nos compostos conforme a
presente invengao (vide, por exemplo, R. B. Silverman, 1992,
The Organic Chemistry of Drug Design and Drug Action,
Academic Press, Capitulo 8, cujo conteGdo integral é
incorporado ao presente como referéncia). Essas prdé-drogas
podem ser utilizadas para alterar a biodistribuicdo (tal como
para permitir compostos que tipicamente ndo entrariam em um
local reativo) ou a farmacocinética do composto.

Em uma realizacdo da presente invengdo, o composto

possul a estrutura:

. -

NH,

b+ JTTTTIN

o

Em uma realizacdo da presente invengdo, o composto

possuli a estrutura:
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Da forma utilizada no presente, “zwitterion” indica
um composto que é eletricamente neutro, mas conduz cargas
positivas e negativas formais sobre &atomos diferentes.
Zwitterions sdo polares, possuem alta solubilidade em &agua e
possuem baixa solubilidade na maior parte dos solventes
organicos.

Aziridinas s3o compostos orgdnicos que compartilham
o grupo funcional aziridina que é um heterociclo com trés
membros com um grupo amina e dois grupos metileno.
Precursores de intermedidrios aziridinila incluem compostos
conhecidos dos técnicos no assunto que fornecem rapidamente
intermedidrios de arizidinila sob condi¢des apropriadas.

Os compostos descritos na presente invengdo
encontram-se em forma racémica ou como enantidmeros
individuais. Os enantidmeros podem ser separados utilizando
métodos conhecidos, tais como os descritos, por exemplo, em
Pure and Applied Chemistry 69, 1469-1474 (1997), IUPAC.

Da forma utilizada no presente, “sobre-expressdo de
N-CoR” indica que o nivel de correpressor receptor nuclear
(N-CoR) expresso nas células do tecido testado & elevado em
comparacdo com os niveis de N-CoR conforme medido em células
saudaveis normais do mesmo tipo de tecido sob condigdes
andlogas. O correpressor receptor nuclear (N-CoR) conforme a
presente invengdo pode ser qualquer molécula que se una ao
dominio de unifio de ligantes do receptor de horménio da
tirebéide unido por DNA (T;R) e receptor de &acido retindico
(RAR) (Patente Norte-Americana n° 6.949.624, Liu et al).

Exemplos de tumores que sobre-expressam N-CoR podem incluir
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glioblastoma multiforme, cincer de mama (Myers et al), céncer
colo-retal (Giannini e Cavallini), carcinoma do pulmdo de
células pequenas (Waters et al) ou cancer do ovario
(Havrilesky et al).

“Solvente”, da forma utilizada no presente,
destina-se a incluir compostos tais como hexanos, benzeno,
tolueno, dietil éter, clorofdrmio, cloreto de metileno,
acetato de etila, 1l,4-dioxano, agua, THF, acetona,
acetonitrila, DMF, DMSO, acido acético, n-butanol,
isopropanol, n-propanol, etanol, metanol, acido £férmico,
tetracloreto de carbono, benzenotiol, clorobenzeno, ciclo-
hexanotiol, l-dietilaminoetanol, dicloreto de etileno,
etileno glicol, xileno, 1,1,2,2-tetracloroetano, fenol, acido
acético, 1l-butanol, 2-butanol, 2-butanona, diglima, dimetil
éter, dioxano, éter de petréleo, (NMP) N-metil-2-
pirrolidinona, heptano, glicerina, HMPA (hexametilfdésforo
triamida), MTBE (metil t-butil éter), nitrometano, piridina,
l-propanol, 2-propanol e trietilamina.

Certas realizag¢bes dos compostos descritos podem
conter um grupo funcional Dbasico, tal como amino ou
alquilamino, e sadao, portanto, capazes de formar sais
farmaceuticamente aceitaveis com Aacidos farmaceuticamente
aceitaveis ou conter um grupo funcional a&acido e sao,
portanto, capazes de formar sais farmaceuticamente aceitéveis
com bases. Os compostos do presente podem apresentar-se,
portanto, em uma forma de sal. Da forma utilizada no
presente, um “sal” & um sal dos compostos do presente dque
tenha sido modificado por meio da elaboragdo de sais de
acidos ou bases dos compostos. 0 sal pode ser
farmaceuticamente aceitavel. Exemplos de sais
farmaceuticamente aceitédveis incluem, mas sem limitar-se a
sais de A&acidos organicos ou minerais de residuos basicos,

tais como aminas; sais &lcali ou orgdnicos de residuos
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acidos, tais como fendis. Os sais podem ser elaborados
utilizando um &cido orgdnico ou inorgdnico. Esses sais de
adcidos sao cloretos, brometos, sulfatos, nitratos, fosfatos,
sulfonatos, formatos, tartaratos, maleatos, malatos,
citratos, benzoatos, salicilatos, ascorbatos e similares.
Sais de fenolato sdo os sais de metais alcalino-terrosos,
s6dio, potassio ou 1litio. A expressdao “sal farmaceuticamente
aceitavel”, neste particular, indica os sais de adigao de
bases ou &cidos orgdnicos e inorgdnicos relativamente néao
toxicos de compostos conforme a presente invengdo. Esses sais
podem ser preparados in situ durante o isolamento final e
purificag¢do dos compostos conforme a presente invengao, ou
por meio de reagdao separada de um composto purificado
conforme a presente invengao na sua forma de &acido livre ou
de base livre com uma base ou acido orgdnico ou inorganico
apropriado e isolamento do sal formado desta maneira. Os sais
representativos incluem os sais de bromidrato, cloridrato,
sulfato, bissulfato, fosfato, nitrato, acetato, wvalerato,
oleato, palmitato, estearato, Ilaurato, benzoato, lactato,
fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato,
tartarato, naftilato, mesilato, gluco-heptonato,
lactobionato, laurilsulfonato e similares. Para uma descrigdo
de possiveis sais, vide, por exemplo, Berge et al (1977),
Pharmaceutical Salts, J. Pharm. Sci. 66: 1-19.

Da forma utilizada no presente, “quantidade
terapeuticamente eficaz” designa uma quantidade suficiente
para tratar um paciente que sofre com uma doenga (tal como
tumores que sobre-expressam N-CoR) ou para aliviar um sintoma
ou uma complicagdo associada a doenga.

Da forma wutilizada no presente, “eficaz como
herbicida” indica uma quantidade suficiente para prejudicar o
crescimento das plantas, particularmente por meio da inibigdo

da atividade de fosfatase 2A da planta.
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Da forma utilizada no presente, “tratamento” indica
a redugdo da velocidade, suspensdo ou reversdo do progresso
de uma doenga, particularmente tumores que sobre-expressam N-
CoR.

Da forma utilizada no presente, “alquila” destina-
se a incluir grupos hidrocarbonetos alifaticos saturados de
cadeia linear e ramificada que contém o nGmero especificado
de atomos de carbono. Desta forma, C;-C, como em “alquila C,-
C,” é definido como incluindo grupos que contém 1, 2,..., n-1
ou n carbonos em uma disposigdo linear ou ramificada e,
especificamente, inclui metila, etila, ©propila, butila,
pentila, hexila e assim por diante. Uma realizagdo pode ser
alquila C;-C;,. “Alcdxi” representa um grupo alquila conforme
descrito acima ligado por meio de uma ponte de oxigénio.

o) termo “alquenila” indica um radical
hidrocarboneto ndo aromdtico, 1linear ou ramificado, que
contém pelo menos uma unido dupla carbono-carbono e até o
nimero méximo possivel de unides duplas carbono-carbono ndo
aromdticas pode estar presente. Desta forma, alquenila C,-Cy
é definido como incluindo grupos que contém 1, 2,..., n-1 ou
n carbonos. “Alquenila C,-C¢”, por exemplo, indica um radical
alquenila que contém dois, trés, quatro, cinco ou seis atomos
de carbono e pelo menos uma unido dupla carbono-carbono e
até, por exemplo, trés unides duplas carbono-carbono no caso
de um alquenila Cg, respectivamente. Os grupos alquenila
incluem etenila, propenila, butenila e ciclo-hexenila.
Conforme descrito acima com relagdo a alquila, a parte
linear, ramificada ou ciclica do grupo alquenila pode conter
unides duplas e pode ser substituida caso seja indicado um
grupo alquenila substituido. Uma realizagdo pode ser
alquenila C;-Ci».

0 termo “alquinila” indica um radical

hidrocarboneto linear ou ramificado, que contém pelo menos
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uma unido tripla carbono-carbono e até a quantidade maxima
possivel de unides triplas carbono-carbono ndo aromaticas
pode estar presente. Desta forma, alquinila C,-C, & definido
como incluindo grupos que contém 1, 2,..., n-1 ou n carbonos.
“Alquinila C,-C¢”, por exemplo, indica um radical alquinila
que contém dois ou trés atomos de carbono e uma unido tripla
carbono-carbono, ou que contém quatro ou cinco &atomos de
carbono e até duas unides triplas carbono-carbono, ou que
contém seis Aatomos de carbono e até trés unides triplas
carbono-carbono. Os grupos alquinila incluem etinila,
propinila e butinila. Conforme descrito acima com relagdo a
alquila, a parte linear ou ramificada do grupo alquinila pode
conter unides triplas e pode ser substituida caso seja
indicado um grupo alquinila substituido. Uma realizag¢do pode
ser um alquinila C,-Cj.

Da forma utilizada no presente, %“arila” destina-se
a indicar qualquer anel de carbono monociclico ou biciclico
estavel com até dez atomos em cada anel, em que pelo menos um
anel é aromatico. Exemplos desses elementos arila incluem
fenila, naftila, tetra-hidronaftila, indanila, bifenila,
fenantrila, antrila ou acenaftila. Em casos em dque O
substituinte arila é biciclico e um anel é ndo aromatico,
compreende-se que a ligagdo € realizada por meio do anel
aromatico. Os arilas substituidos incluidos na presente
invencdo incluem substituig¢do em qualquer posigdo apropriada
com aminas, aminas substituidas, alquilaminas, hidrdxis e
alquil-hidréxis, em que a porg¢do “alquila” das alquilaminas e
alquil-hidrdéxis é um alquila C;-C, conforme definido acima.
As aminas substituidas podem ser substituidas com grupos
alquila, alquenila, alquinila ou arila, conforme definido
acima.

Os substituintes alquila, alquenila, alquinila e

arila podem ser substituidos ou nao substituidos, a menos que



10

15

20

25 ,

30

42/78

definido especificamente em contrario. Alquila (C;-Cg) pode
ser substituido, por exemplo, com um ou mais substituintes
selecionados a partir de OH, oXO0, halogénio, alcdxi,
dialquilamino ou heterociclila, tal como morfolinila,
piperidinila e assim por diante.

Nos compostos conforme a presente invengdo, grupos
alquila, alquenila e alquinila podem ser adicionalmente
substituidos por meio da substituigdo de um ou mais atomos de
hidrogénio por grupos ndo de hidrogénio descritos no presente
até o maximo possivel. Estes incluem, mas sem limitagdes,
halo, hidréxi, mercapto, amino, carbdxi, ciano e carbamoila.

O termo ‘“substituido”, da forma utilizada no
presente, indica que uma dada estrutura possui um
substituinte que pode ser um grupo alquila, alquenila ou
arila, conforme definido acima. O termo deve ser considerado
como incluindo diversos graus de substitui¢do por um
substituinte designado. Quando forem descritas ou
reivindicadas diversas porgdes substituintes, o composto
substituido pode ser substituido independentemente por uma ou
mais das porgdes substituintes descritas ou reivindicadas,
isoladamente ou em conjunto. Por independentemente
substituido, indica-se que os (dois ou mais) substituintes
podem ser idénticos ou diferentes.

Da forma utilizada no presente, “administragdo” de
um agente pode ser realizada utilizando qualquer dos diversos
métodos ou sistemas de fornecimento bem conhecidos dos
técnicos no assunto. A administragdo pode ser realizada, por
exemplo, por via parenteral, intraperitoneal, intravenosa,
intra-arterial, transdérmica, sublingual, intramuscular,
retal, transbucal, intranasal, lipossdmica, inalatéria,
vaginal, intraocular, por administragdo 1local, subcutanea,

por via intra-adiposa, intra-articular, intratecal, em um
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ventriculo cerebral, intraventricular, intratumoral, na
parénquima cerebral ou intraparenquimal.

Os sistemas de administragdo a seguir, gque empregam
uma série de veiculos farmacéuticos utilizados
rotineiramente, podem ser utilizados, mas sSdao apenas
representativos dos diversos sistemas possiveis idealizados
para administragao de <composigdes conforme a presente
inveng¢ao.

Sistemas de fornecimento de drogas injetaveis
incluem solu¢des, suspensdes, géis, microesferas e injetaveis
poliméricos e podem compreender excipientes tais como agentes
de alteragdo da solubilidade (tais como etanol, propileno
glicol e sacarose) e polimeros (tais como policaprilactonas e
PLGASs) .

Sistemas implantaveis incluem varas e discos e
podem conter excipientes tais como PLGA e policaprilactona.

Sistemas de fornecimento oral incluem pastilhas e
capsulas. Estes podem conter excipientes tais como
aglutinantes (por exemplo, hidroxipropilmetilcelulose,
polivinil pirilodona, outros materiais celulbsicos e amido),
diluentes (tais como lactose e outros acglGcares, amido,
fosfato dicalcico e materiais celulédésicos) , agentes
desintegrantes (tais como polimeros de amido e materiais
celuldésicos) e agentes lubrificantes (tais como estearatos e
talco) .

Sistemas de fornecimento  transmucosa incluem
emplastros, pastilhas, supositdrios, pessarios, géis e cremes
e podem conter excipientes tais como solubilizantes e
amplificadores (tais como propileno glicol, sais de bile e
aminoadcidos) e outros veiculos (tais como polietileno glicol,
ésteres de acidos graxos e derivados e polimeros
hidrofilicos, tais como hidroxipropilmetilcelulose e acido

hialurdnico).
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Sistemas de fornecimento dérmico incluemn, por
exemplo, géis aquosos e ndo aquosos, cremes, emulsdes
maltiplas, microemulsdes, lipossomos, unguentos, solugdes
agquosas e ndo aquosas, logdes, aerossdis, pds e bases de
hidrocarboneto e podem <conter excipientes tais como
solubilizantes, amplificadores da permeagdo (tais como acidos
graxos, ésteres de acidos graxos, alcoois graxos e
aminoacidos) e polimeros hidrofilicos (tais como policarbofil
e polivinilpirrolidona). Em uma realizag¢do, o veiculo
farmaceuticamente aceitdvel & um lipossomo ou um amplificador
transdérmico.

Solugdes, suspensdes e pds para sistemas de
fornecimento reconstituiveis incluem veiculos tais como
agentes formadores de suspensdao (tais como gomas, zantanas,
celuloses e aglGcares), umectantes (tais como sorbitol),
solubilizantes (tais como etanol, 4&agua, PEG e propileno
glicol), tensoativos (tais como 1lauril sulfato de sédio,
Spans, Tweens e cetil piridina), conservantes e antioxidantes
(tais como parabens, vitaminas E e C e &cido ascérbico),
agentes antiaglomeragdo, agentes de revestimento e agentes
quelantes (tais como EDTA).

Compreende-se dque substituintes e padrdes de
substituicdo sobre os compostos conforme a presente invengao
podem ser selecionados por um técnico comum no assunto para
fornecer compostos gque sejam quimicamente estaveis e que
possam ser facilmente sintetizados por meio de métodos
conhecidos na técnica, bem como os métodos descritos abaixo,
a partir de materiais de partida facilmente disponiveis. Caso
um substituinte seja, por si préprio, substituido por mais de
um grupo, compreende-se que esses diversos grupos podem estar
sobre o mesmo carbono ou sobre carbonos diferentes, desde que
resulte uma estrutura estavel.

DISCUSSEO
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Descobrimos que uma proteina gque possui maior
expressdo de glioblastoma multiforme (GBMs) em comparagdao com
cérebro normal é correpressor receptor nuclear (N-CoR), um
regulador do conjunto de células haste neurais normais. A
expressdo de N-CoR em GBM foi confirmada por meio de imuno-
histoquimica e Western Blot.

N-CoR é expresso no nicleo de células haste neurais
(NSCs) (Hermanson et al (2002)). Apés a fosforilagdo
dependente de Aktl quinase/fosfatidilinositol-3-OH quinase,
N-CoR desloca-se para o citoplasma e gera diferenciagdo
astrocitica de NSCs. A retenc¢do nuclear de N-CoR &, portanto,
essencial para a manutengdo de NSCs no estado nao
diferenciado (Hermanson et al). De forma andloga a CD133+ NSC
encontrado no interior do cérebro em desenvolvimento, células
haste de tumores do cérebro (BTSC) que contém CD133 foram
identificadas em GBM (Uchida et al (2000); e Singh et al
(2003)) . BTSCs sdo capazes de proliferagdo, autorrenovagdo e
diferenciacdo. BTSCs, mas ndo apenas cé€lulas de tumores
diferenciadas por CD133, sdo capazes de recapitular tumores
mediante transplante de xenoenxerto (Singh et al (2004)).

Retinoides, metabdlitos de vitamina A, foram
examinados terapeuticamente em uma série de tumores,
incluindo gliomas (Yung et al (1996)). N-CoR & intimamente
associado ao receptor de retinoide e liberado mediante unido
de ligantes ao receptor (Bastien et al (2004)). Formulamos a
hipétese de que um efeito de retinoides sobre gliomas
malignos pode ser a indugdo de diferenciagcdo por meio da
unido de retinoides ao receptor de retinoides, seguida por
dissociacdo do complexo de receptor de retinoides e N-CoOR e
deslocamento de N-CoR para o citoplasma. Esta ideia
explicaria a observagdo anterior de aumento da expressao de
GFAP em uma linhagem de células de glioma (U343 MG-A)

tratadas com retinoides (Rudka et al (1988)). Para testar
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isso, direcionamos a dois locais diferentes, individual ou
simultaneamente, dentro do processo de N-CoR por meio de
tratamento da linhagem de células GBM U343 MG-A com 50 uM de
dcido retindico (RA) e/ou 10 nM de A&acido ocadaico (OA), um
inibidor de fosfatase 1 de proteina e fosfatase 2A de
proteina. Evitando-se a agdo de fosfatase 1 de proteina e
fosfatase 2A de proteina, &cido ocadaico aumenta a forma
fosforilada de N-CoR e promove a sua deslocagao
citoplasmatica subsequente (Hermanson et al (2002)).

A linhagem celular U343 MG-A & disponivel por meio
do Banco de Tecidos do Centro de Pesquisa de Tumores
Cerebrais da Universidade da Califbérnia em S&o Francisco
(UCSF) (Universidade da Califdérnia, S&do Francisco, Health
Sciences West Building, San Francisco, Califdérnia 94143-
0520) . Além disso, as linhagens de células U343 e U87 sao
disponiveis comercialmente por meio da EPO GmbH, Robert-
ROssle-Str. 10, 13092 Berlin-Buch, Alemanha.

Diversas moléculas que possuem atividade anti-PP2A
sinergizam-se com acidos retindicos na inibig¢do do
crescimento de células de tumores que sobre-expressam N-CoR
in vitro. O grupo mais eficaz de inibidores de fosfatase que
se sinergizam com &cidos retinbdicos e foram avaliados sao
andlogos do antigo agente terapéutico, Mylabris, derivado dos
corpos moidos do besouro da bolha, em que o principal agente
ativo & cantaridina, conhecido como potente inibidor de PP2A
(Wang, 1989; Peng et al, 2002).

Cantaridina possui atividade antitumorosa contra
canceres humanos do figado (hepatomas) e do trato
gastrointestinal superior, mas é tdxico para o trato urinario
(Wang, 1989). Norcantaridina, uma cantaridina demetilada,
mantém atividade antitumorosa de cantaridina contra hepatomas
e canceres do estdmago e esdfago, mas possui pouca ou nenhuma

toxicidade do trato urindrio. Norcantaridina também estimula
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a produgdo de gldébulos brancos do sangue em pacientes e
camundongos, um fenémeno ndo compreendido mecanicamente, mas
um efeito farmacoldgico de beneficio potencial como um agente
anticancerigeno (Wang et al, 1986; Wang, 1989).

A publicagdo de um relatdrio que cantaridina age
como um inibidor da fosfatase de proteinas causou um
interesse mais geral em compostos com este tipo de estrutura
quimica (Li e Casida, 1992). Anteriormente, havia sido
descoberto que o congénere mais simples e seu produto de
hidrdlise (disponivel comercialmente como o herbicida
Endothal) sdo hepatéxicos (Graziano e Casida, 1997). Os alvos
primdrios no figado aparentemente sdo as fosfatases de
proteina PP2A e PPl, em que todos os compostos exibem valores
EDs, em nivel micromolar. Estudos de unido demonstraram que a
acdo de certos homélogos de cantaridina sdo diretos sobre
PP2A e indiretos sobre PPl (Honkanen et al, 1993; Li et al,

-

1993) . Fosfatase PP1B é afetada apenas em niveis milimolares
desses compostos, enquanto a enzima PP2C ndo é influenciada.
No passado, diversos andlogos de cantaridina haviam
sido sintetizados e avaliados para determinar a atividade
antifosfatase e pela sua capacidade de inibir o crescimento
de células cancerigenas em cultivo (Sakoff e McClusky, 2004;
Hart et al, 2004). Algumas das moléculas de norcantaridina
modificadas e avaliadas anteriormente inibiram o crescimento
de diversas linhagens de células de tumores humanos. A
atividade de andlogos de norcantaridina contra células de
tumores que sobre-expressam N-CoR ou a atividade de
norcantaridinas combinada com outros potenciais agentes
antitumores ndo foi analisada. Estudos adicionais incluiram
dezesseis “norcantaridinas modificadas” avaliadas para
determinar a atividade contra quatro linhagens de células de
tumores humanos, que incluem ovario, rim, colo-retal e

pulmdo, bem como uma linhagem de leucemia de camundongo.
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Nenhuma era t3o ativa quanto agentes isolados tais como
cantaridina ou norcantaridina e nenhuma foi avaliada para
determinar a atividade em combinagdo com um outro agente
antitumor (McCluskey et al, Pedido de Patente Norte-Americano
Publicado n° 2006/0030616, 2006) .

Uma série diferente de andlogos de cantaridina
havia sido sintetizada anteriormente e avaliada como
pesticidas e para atividade antitumores contra linhagens de
células de cancer. Quarenta e trés andlogos de Endothal e
cantaridina foram desenvolvidos e tiveram determinada sua
atividade como herbicidas e sua 1letalidade a camundongos
(Matsuzawa et al, 1987). Demonstrou-se que tioanidrido
Endothal é& um herbicida mais potente que Endothal, mas foi
téxico para o figado de camundongos (Matsuzawa et al, 1987;
Kawamura et al, 1990).

Mais recentemente, descobriu-se que tiocanidrido
Endothal & um agente ativo contra PP2A e PPl in vivo (Erdodi
et al, 1995). Endothal e anidrido Endothal, como cantaridina,
inibem a atividade de PP2A e, até certo ponto, a atividade de
PPl (Erdodi et al, 1995). No figado, o alvo principal
aparentemente & PP1l. Em fibroblastas, apenas tioanidido
Endothal causou notaveis alteracdes morfoldgicas, ao
contrario de cantaridina e Endothal (Erdodi et al, 1995) .
Acredita-se que a maior atividade de tiocanidrido Endothal in
vivo esteja relacionada com a sua maior lipofilicidade, o que
resulta em aumento da difusdo ao longo da plasmalema (Essers
et al, 2001). Uma publicagdo mais recente descreveu a sintese
dos andlogos mono e difluor de Endothal e também os anidridos
correspondentes, mas nenhum dado farmacoldégico acompanhou
esse trabalho sintético (Essers et al, 2001).

Dos congéneres conhecidos deste tipo de composto,
apenas o parental, cantaridina e seu derivado bis (normetila),

norcantaridina, tiveram qualquer uso como substdncias de
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drogas anticancerigenas e apenas norcantaridina & utilizada
como agente antineopléastico (Tsauer et al, 1997).

Na pesquisa do desenvolvimento de novas substéncias
de drogas nesta area, descobrimos que é essencial desenvolver
inibidores que possuam maior especificidade, especialmente
para as enzimas que exibam alta atividade contra os processos
de reproducdo de células de cancer. Alta especificidade
também sustenta a possibilidade de evitar alvos importantes
para a fungdo celular normal. Do ponto de vista Adas
caracteristicas fisicas de qualquer substdncia de droga recém
desenvolvida, ela deve possuir predominantemente boa
permeabilidade de membrana (ou seja, possui um valor log P de
duas a quatro unidades) .

Os compostos descritos no presente possuem um
efeito antagonista sobre fosfatase 2A e fosfatase 1.
Confirmamos que pelo menos os Compostos 100, 105 e 102 sao
eficazes na inibicdo do crescimento de células de tumores que
sobre-expressam N-CoR. Os Compostos 100 e 105 sdo vantajosos
sobre outros homélogos de cantaridina, pois eles existem na
forma de zwitterions, © que os torna hidrossoclGveis e
estaveis sob pH &acido, que sdo caracteristicas desejaveis
para drogas oralmente eficazes. O composto 102 é sollGvel em
lipidios, o que fornece maior capacidade que os Compostos 100
e 105 de cruzar a barreira entre o sangue e o cérebro. Isso &
especialmente importante ao tratar-se tumores tais como
glioblastoma multiforme.

O Composto 100, norcantaridina (nor-Can), Endothal
(End) e tioanidrido Endothal (ET) foram avaliados para
determinar a sua capacidade de inibir o crescimento de GBMs
de forma dependente de dosagem in vivo conforme exibido na
Figura 1.

A partir de plotagens gradficas da linhagem celular

de glioblastoma multiforme GBM U373 (disponivel por meio do
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Instituto Nacional de Disfun¢des Neuroldgicas e Unidade de
Patogénese Molecular de Apoplexia, Building 10, Room 5 D37,
Institutos Nacionais de Sadde, 900 Rockville Pike, Bethesda,
Maryland 20892) em fungdo da exposigdo a diferentes doses da
droga por sete dias, foi estimada a concentragdo de cada
composto que inibiu a proliferagdo de células de tumores do
cérebro em 50% (IC50). As IC50s expressas em micromolaridade
(pM) foram: 2,5, 3,0, 12,0 e 15,0 para tioanidrido Endothal,
Composto 100, norcantaridina e Endothal, respectivamente,
conforme exibido na Figura 1. Conforme exibido, em base
molar, o Composto 100 foi um inibidor potente de GBMs in
vitro.

Em combinacdo com antifosfatases, retinoides inibem
sinergicamente a proliferacdo de glioblastoma multiforme.
Afirma-se que a sinergia (potencializagdo) da atividade
inibidora de duas drogas em combinagdo estd presente quando o
percentual de sobrevivéncia na presenga de duas drogas &
maior que a soma dos percentuais de sobrevivéncia das duas
drogas utilizadas isoladamente nas mesmas doses na
combinagao.

A atividade inibidora do Composto 100 foi
adicionalmente avaliada em combinagdo com retinoides, bem
como individualmente. Conforme exibido na Figura 2, a
combinacdo de Composto 100 com dcido retindico totalmente
trans (ATRA) demonstrou uma redugdo sinérgica do crescimento
celular.

O percentual de sobrevivéncia esperado de células
U373 expostas & combinagdo de Atra e End é de 50% (77% por
ATRA x 65% por End = 50%), enquanto a sobrevivéncia observada
foi de 32%. O percentual esperado de sobrevivéncia na
presenca da combinagdo de ATRA e Composto 100 & de 60% (77%
por ATRA x 78% por Composto 100 = 60%), enquanto a

sobrevivéncia observada foi de 53%.
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Para determinar se existe especificidade de tipo de
tumor das propriedades inibidoras de inibidores de PP2A,
dcido retindico e tricostatina A, medimos os seus efeitos
inibidores como agentes isolados contra a linhagem GBM U373,
uma linhagem de cdncer de mama, MCF-7 (obtida por meio de
ATCC) e uma linhagem de células de céncer renal, UMRC (UMRC
obtida por meio do Dr. Zhuang, NINDS, NIH do Programa de
Suporte & Pesquisa Intramural, SAIC, Instituto Nacional do
Cancer, Centro de Pesquisa e Desenvolvimento do Cancer
Frederick.

A linhagem de células de céncer dos rins, UMRC
(Figura 3) foi menos sensivel que a linhagem de tumor do
cérebro, U373 (Figura 4), enquanto a linhagem de céancer de
mama, MCF-7 (Figura 5) foi tdo sensivel quanto U373 a acido
retindico totalmente trans, tiocanidrido Endothal,
norcantaridina, Endothal e tricostatina A. Existe alguma
especificidade de tipo celular dessas drogas para GBMs. A
atividade das drogas contra células MF-7 indica que Os
regimes que estdo sendo desenvolvidos para o tratamento de
tumores do cérebro provavelmente também sdo UGteis contra
ciancer de mama e outros tumores que sobre-expressam N-CoR.

Demonstramos que o Composto 100 possuirad efeitos
inibidores similares no tratamento de cancer de mama e outros
tumores que sobre-expressam N-CoR devido as similaridades
estruturais entre o Composto 100 e Endothal, bem como seus
efeitos similares no tratamento de glioblastoma multiforme.

Endothal também & conhecido como um desfoliante
ativo e potente herbicida de contato utilizado em muitas
situacdes agricolas. Ele é considerado eficaz como dissecante
pré-colheita e como herbicida pré-emergéncia (Crafts, 1953).

Endothal, norcantaridinas e cantaridina sdo todos
inibidores bem conhecidos de fosfatase de proteina de

mamiferos, bem como potentes herbicidas (Matsuzawa et al,
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1987). O mecanismo por meio do qual Endothal e outros
homélogos exercem a sua potente atividade herbicida ndo foi
estudado extensamente, apesar do uso disseminado de Endothal
internacionalmente na agricultura. Dever-se-a observar dgue
Endothal é hidrossolGvel, ao contrario de cantaridina e
norcantaridina.

Considerou-se que a atividade de Endothal como
herbicida de contato e desfoliante & relacionada a conhecida
toxicidade irritante do seu composto parental,
norcantaridina. Estudos mais recentes sugerem, entretanto,
que a atividade herbicida de Endothal pode ser uma fungao
principalmente da sua atividade anti-proteinas de plantas
(PP2A). Li et al (1993) demonstraram que cantaridina e
Endothal inibem PP2A e PPl de folha de espinafre e inibem a
ativacdo de nitrato reductase pela luz na folha de espinafre
intacta, um processo mediado por PP2A. Smith et al (1994),
demonstram que os inibidores de fosfatase de proteina nao
relacionados estruturalmente &cido ocadaico e caliculina A
sdo potentes inibidores sob concentragdes nanomolares do
crescimento de certas plantas. A atividade de &cido ocadaico
e caliculina A sugere fortemente que a atividade de Endothal
como herbicida deve-se & sua atividade antifosfatase.

Baskin e Wilson (1997) exibiram inibidores de
proteina serino-treonina fosfatases que incluem cantaridina,
gque inibe a organizagdo de microtibulos de plantas. Ayaydin
et al (2000) demonstram que Endothal inibiu a atividade de
PP2A, causando alteracdo da divisdo celular em células de
alfafa cultivadas. Eles observaram que Endothal era permeavel
as células.

Como Endothal, os Compostos 100 e 105 sdo
hidrossoliveis. Mas, ao contradrio de Endothal, que ¢é um
didcido, os Compostos 100 e 105 podem ser zwitterions. O fato

de que os compostos descritos no presente tais como O



10

15

20

25

53/78

Composto 100 sd3o mais potentes que Endothal contra o
crescimento de células de cancer de mamiferos pode dever-se a
maior permeabilidade celular dos zwitterions com relagdo ao
didcido. Os Compostos 100 e 105 sdo herbicidas mais potentes
em base molar devido &a melhor penetragdao celular. Os
Compostos 100 e 105, como =zwitterions, também sdo menos
tdéxicos para distribuidores e aplicadores do herbicida, bem
como para o publico exposto inadvertidamente ao agente. Os
Compostos 100 e 105 ndo possuem o caradter acido de Endothal.
Os compostos do presente, incluindo os Compostos
100 e 105, sdo, portanto, herbicidas uteis, comercialmente
vidveis e mais seguros com relagdo a exposigdo humana e ao

meio ambiente.

DETALHES EXPERIMENTAIS

METODOS E MATERIAIS

Preparag¢ao de anidrido Endothal

O
O
B
o] o]
5 o)

oL

CO,H

e [ FITLIED

3 4

Esquema 1

Conforme exibido no Esquema 1, preparamos anidrido
Endothal por meio da adig¢do de anidrido acético (0,5 ml) (4)
a uma suspensdo de Endothal (186 mg) (3) em benzeno (3 ml) e
a mistura foi agitada em seguida até que o sdélido houvesse
entrado em solucdo (duas horas). A solugdo foi aquecida a
vadcuo para remover o benzeno e o residuo foi aquecido em
seguida a 80 °C por trinta minutos. Adicionou-se em seguida
éter de petrdleo (5 ml) e o anidrido desejado cristalinizou-
se espontaneamente. O produto foi removido por meio de

filtragem e lavado com um pouco de éter de petrdleo para
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gerar o produto puro (85 mg) que foi utilizado imediatamente
nas duas preparag¢des a seguir.
Preparag¢do de Endothal 4-metilpiperazina monoamida

(EMPM) (Composto 100) :

o]
/\ co,
o) + =N NH —
/ { e
5 fo) N 0 \.__/ H

6
Esquema 2

Anidrido Endothal (85 mg) (5), preparado conforme
descrito acima, foi dissolvido em benzeno (2 ml) e N-
metilpiperazina (60 mg) (6) foi adicionada em uma parcela a
temperatura ambiente. Quase imediatamente, surgiu um
cristalino branco. A mistura foi mantida &a temperatura
ambiente por uma noite e o produto foi removido em seguida
por meio de filtragem, lavado com um pouco de benzeno € Seco
em seguida (145 mg). Um espectro de massa de ions negativos
exibiu um ion parental a m/z 267 (267 tebdricos), que confirma
o peso molecular de 268 unidades de massa. O produto foi
recristalizado a partir de DMF quente para gerar 95 mg da
monoamida pura, Composto 100 (1), ponto de fusdo 226-227 °C,
com alguma decomposigdo iniciando-se em 224 °C. O espectro de
NMR H do sal de sédio do Composto 100 confirma a estrutura.
Sal de sédio. NMR 'H (D,0): 1,41-1,70 (m, 4H), 2,18 (s, 3H),
2,21-2,55 (m, 4H), 2,92 (4, 1H), 3,17 (4, 1H), 3,22-3,40 (m,
2H), 3,45 (m, 2H), 4,60 (g, 1H), 4,78 (q, 1H) . Os dados de
espectrometria de massa que medem a razdo entre massa e carga
do Composto 100 exibiram picos a 141 m/z, 167 m/z, 254 m/z,
199 m/z e 185 m/z, correspondentes a fragmentos com carga
negativa (Tabela 1).

Preparagdo de Endothal 4-etilpiperazina monoamida

(EEPM) (Composto 105):
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Anidrido Endothal (1,68 g, 10 mmol) e N-
etilpiperazina (3,42 g, 30 mmol) foram adicionados a 10 ml de
tolueno e aquecidos sob refluxo por dezoito horas. O solvente
foi evaporado em seguida sob pressdo reduzida e o residuo foi
cristalizado a partir de metil t-butil éter para gdgerar o
produto bruto (1,8 g). Recristalizagdo a partir do mesmo
solvente gerou um total de 1,2 g (rendimento de 42,5%) em
duas safras. Ponto de fusdo 215-218 °C (com decomposigdo). O
NMR 'H do sal de sédio em D,0 e o espectro de ions negativos
MS confirmam a estrutura e o peso molecular (m/z 282,22 ams),
respectivamente. Sal de sédio. NMR 'H (D;0): 0,95 (t, 3H),
1,42-1,65 (m, 4H), 2,20-2,42 (m, 4H), 2,43-2,55 (m, 2H), 2,93
(d, 1H), 3,08 (4, 1H), 3,20-3,33 (m, 2H), 3,42-3,58 (m, 2H),
4,45 (g, 1H), 4,75 (g, 1H). O espectro de MS indica a
presenca do dimero de associagdo em m/z 563,3 ams, dque
poderia ser esperado para um zwitterion. Além disso, um trago
de Endothal (MS m/z 185 ams) estd presente, mas ndo é
evidente no espectro de NMR. Um espectro de massa de 1ions
negativos exibiu um ion parental a 282,2 m/z (282,2 tedrico),
o que confirma o peso molecular como 282,2 unidades de massa.

Preparacdo de terc-butil éster de acido 4-(3-
carbéxi-7-oxa-biciclo[2.2.1] heptano-2-carbonil)piperazino-1-

carboxilico (Composto 102):

(0] H
. N Tolueno COzl;__\
o E ) _— N~BOC
N Ja N&_/
BOC .
1 2 3

Anidrido Endothal (1) (500 mg, 3 mmol) e N-BOC
piperazina (2) (1,86 g, 10 mol) foram adicionados a tolueno
seco (8 ml) e aquecidos a 100-110 °C por oito horas. O
solvente foi removido em um evaporador giratdrio e adicionou-

se ao residuo uma mistura de &cido citrico aquoso a 10% (20
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ml) e acetato de etila (20 ml). O sbélido separado (Composto
102) (3) foi filtrado, lavado com hexano e seco a VAacuo.
Rendimento, 500 mg (47%), ponto de fusdo 206-208 °C. O
espectro de massa e os dados de NMR 'H confirmaram a
identidade do Composto 102. Dados de espectrometria de massa
que medem a razdo entre massa e carga do Composto 102
exibiram picos a 141,1 m/z, 185 m/z e 354 m/z. NMR 'H (DMSO-
d¢): 1,42 (s, 9H), 1,45-1,72 (m, 4H), 3,02-3,15 (d, 1H),
3,20-3,55 (m, 9H), 4,65-4,70 (m, 2H).

Preparagéo de acido 3-{1-[2-(4-metoxifenil) -
etil]piperidin—4—i1carbamoil}-7-oxabiciclo[2.2.1]-heptano—2—

carboxilico (Composto 104)

OCH
o] OO"@"C HyCHZ~ Q_ﬂ COzH ’\Q/ 3

4 O

Anidrido Endothal (1) (500 mg, 3 mmol) e amina (4)
(2,34 g, 10 mmol) foram adicionados a tolueno seco (8 ml) e
aquecidos a 100 °C por vinte horas. O solvente foi evaporado
em seguida sob pressdo reduzida, o residuo foi absorvido em
dgua e a solugdo foi acidificada até pH 5,5 a 6 com HCl
diluido. O sdélido foi filtrado e recristalizado a partir de
metanol para gerar (5) puro (Composto 104). Rendimento, 450
mg (36%). Ponto de fusdo: 140-142 °C. O espectro de massa e
os dados de NMR 'H confirmaram a identidade do Composto 104.
Dados de espectrometria de massa que medem a razao entre
massa e carga do Composto 104 exibiram picos em 385. NMR 'H
(cpCl;): 1,48-1,65 (m, 4H), 1,78-1,95 (m, 2H), 1,98-2,15 (t,
2H), 2,40-2,60 (m, 4H), 2,68-2,78 (m, 2H), 2,80 (s, 2H),
3,02-3,15 (4, 2H), 3,78 (s, 3H), 3,82-3,98 (m, 1H), 4,82-4,88
(m, 2H), 6,78-6,82 (d, 2H), 7,09-7,12 (d, 2H).

Preparagao de acido 3-(4-benzilpiperazino-1-

carbonil) -7-oxabiciclo[2.2.1] heptano-2-carboxilico (Composto
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103): este composto foi preparado em trés etapas a partir de

anidrido Endothal (1) conforme exibido abaixo no Esquema 1.

Y MeOH COMe
_—
‘9 ° CoM
o 6
CgHgO4 CoH;205
Mol. Wt.: 168.15 Mol. Wt.: 200.19
1
EDC.HCI
HOBr ( j
DIPEA C11HigN;
CHoCl ¥ Y Mol Wt 176.26
2% CHzPh 7
COzH NaOH CO,Me
PV“ N\
Ph N N’\Ph
Cs
Composto 103

Esquema 1

Etapa 1: preparagdo de monometil éster de acido 7-
oxabiciclo[2.2.1]heptano-2,3-dicarboxilico:

Anidrido Endothal (1) (4 g, 24 mmol) foi aquecido
sob refluxo em metanol seco (20 ml) por trés horas. A mistura
de reacdo foi resfriada a temperatura ambiente e o s6lido
separado (6) foi filtrado e cristalizado a partir de metanol.
Rendimento: 4,6 g (96%). Ponto de fusdo: 114-146 °C.

Etapa 2: preparagdo de metil éster de acido 3-(4-
benzilpiperazino-1l-carbonil) -7-oxabiciclo[2.2.1]heptano-2-
carboxilico (8):

A mistura de derivado acido (6) (2,6 g, 13 mmol) em
cloreto de metileno (40 ml), adicionou-se EDC.HCl (2,75 g, 15
mmol) seguido por HOBt (150 mg). A mistura foi agitada por
dez minutos & temperatura ambiente antes da adigdo de N-
benzil piperazina (7) (1,76 g) seguida por DIPEA (3,5 ml, 20
mmol) . A mistura de reacdo foi agitada a temperatura ambiente
por uma noite. Adicionou-se &gua a mistura de reagdo, a
camada de cloreto de metileno foi separada, lavada uma vez

com NaHCO; aquoso, seca em seguida sobre NaSO, filtrada e
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concentrada. O residuo bruto foi purificado por meio de
cromatografia de coluna utilizando 1 a 2% de metanol em
cloreto de metileno como eluente para gerar o material puro
necessario (8). Rendimento: 2,7 g (58%).

Etapa 3: preparag¢do de acido 3-(4-benzilpiperazino-
l-carbonil) -7-oxabiciclo[2.2.1] heptano-2-carboxilico
(Composto 103):

A uma solucdo de éster (8) (2,50 g, 7 mmol) em
metanol (20 ml), adicionou-se NaOH aquoso (360 mg dissolvidos
em 5 ml de &gua) e agitou-se a temperatura ambiente. O
solvente foi evaporado em seguida até secar, adicionou-se
dgua (20 ml) e o pH da solugdo foi ajustado em seguida até pH
5 utilizando 6 N HCl. Ele foi evaporado até secar em seguida
e adicionou-se cloreto de metileno (30 ml). O NaCl sdélido
residual foi removido por meio de filtragem e o filtrado foi
concentrado. O sdlido resultante foi triturado com isopropil
éter para gerar o acido puro (9) (Composto 103). Rendimento:
1,8 g (75%). Ponto de fusdo > 190 °C (dec). O espectro de
massa e os dados de NMR 'H confirmaram a identidade do
Composto 103. NMR 4 (cpcly): 1,45-1,84 (m, 4H), 2,45-2,68
(m, 2H), 2,75-2,95 (m, 2H), 3,12-3,35 (m, 2H), 3,38-3,55 (m,
2H), 3,60-3,80 (m, 2H), 3,95-4,20 (m, 2H), 4,75-4,85 (m, 2H),
7,40 (s, 5H). Dados de espectrometria de massa que medem a
razdo entre massa e carga de composto 103 exibiram picos a
177,2 m/z, 345 m/z e 711 m/z.

Preparagdo de 4&cido 3-(piperazino-l-carbonil)-7-

oxabiciclo[2.2.1]lheptano-2-carboxilico (Composto 101):
COH Pd/C CO,H
/\ — /\
[::]:“’M N" pn N NH
09 10

O derivado &cido N-benzil protegido (9) (500 mg,

1,45 mmol) em metanol foi hidrogenado utilizando baldo de
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hidrogénio sobre um catalisador Pd4d/C (5%, 50 mg) a
temperatura ambiente por uma noite. A mistura de reagao foi
filtrada a partir dos catalisadores e concentrada até secar.
O residuo bruto foi cristalizado a partir de 2-proponal para
gerar amina (10) (Composto 101) na forma de sdélido branco
puro. Rendimento: 215 mg (58%), ponto de fusdao > 240 °C
(dec). O espectro de massa e os dados de NMR 'H confirmaram a
identidade do Composto 101. NMR lH (CDC1l,-CD;OD): 1,42-1,78
(m, 4H), 2,92-3,15 (m, 8H), 3,52-3,82 (m, 2H), 4,58 (g, 1H),
4,78 (g, 1H). Dados de espectrometria de massa que medem a
razdo entre massa e carga do Composto 101 exibiram picos a
177,2 m/z, 255,2 m/z, 277,2 m/z e 318,2 m/z.

Preparagdo de sal de @&cido 3-(piperazino-1-
carbonil) -7-oxabiciclo[2.2.1] heptano-2-carbotioico de N-metil

piperazina (Composto 108):

/ N\
0 H HiC+N  NH
. (Nj Tolueno cos \—
 — /N
N N-CH
x al s
0 Hy

Tioanidrido Endothal (11) (552 mg, 3 mmol) e N-
metil piperazina (12) (1 g, 10 mmol) foram adicionados a
tolueno seco (10 ml) e aquecidos sob refluxo por duas horas e
meia. A mistura de reagdo foi resfriada a temperatura
ambiente e o s6lido que havia se separado foi filtrado e
cristalizado a partir de cloreto de metileno e acetato de
etila para gerar (13) necessario puro (Composto 108).
Rendimento: 585 mg (51%), ponto de fusdo > 180 °C (dec). O
espectro de massa e os dados de NMR 'H confirmaram a
identidade do Composto 108. NMR 'H (CDCl;): 1,52-1,56 (m,
2H), 1,82-1,85 {(m, 2H), 2,27 (s, 3H), 2,28-2,42 (m, 11H),
3,01 (s, 3H), 3,28-3,36 (m, 2H), 3,42-3,49 (m, 4H), 3,60-3,78

(m, 2H), 4,89-4,91 (m, 2H). Dados de espectrometria de massa
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que medem a razdo entre massa e carga do Composto 108
exibiram picos a 217 m/z, 251 m/z e 351 m/z.

Preparagao de metil éster de acido 3-(4-
metilpiperazino-1l-carbonil) -7-oxabiciclo[2.2.1]2-carboxilico

(Composto 107) :

COxH COzMe
N N*CHa‘_‘_"“'——’ N N~CHj
14 15

A uma suspensdo de derivado acido (14) (536 mg, 2
mmol) em cloreto de metileno, adicionou-se cloreto de tionila
(0,5 ml) seguido por duas gotas de DMF. A mistura de reagdo
foi agitada & temperatura ambiente por uma noite. Foi uma
suspensdo de sal de cloridrato cloreto &cido. Adicionou-se
metanol seco (10 ml), agitou-se por trinta minutos e
evaporou-se até secar wutilizando evaporador giratério. Ao
residuo, adicionou-se agua (20 ml) e extraiu-se com acetato
de etila (20 ml). O pH da camada aquosa foi ajustado em 4,5
utilizando NaHCO; (10%) e evaporado até secar. O residuo foi
transformado em azeotropo com acetonitrila. Ele foi novamente
dissolvido em acetonitrila e o NaCl separado foi removido por
meio de filtragem. O filtrado foi evaporado até secar e
triturado com acetato de etila para gerar um sélido pegajoso,
que foi seco em um forno a vacuo para obter o composto
desejado na forma de sdélido incolor (15) (Composto 107) .
Rendimento: 140 mg (25%, ponto de fusdo 105-107 °C). Os dados
de NMR 'H foram compativeis com o espectro esperado para O
Composto 107. NMR 'y (D,0): 1,49-1,53 (m, 2H), 1,60-1,64 (m,
2H), 2,8 (s, 3H), 2,96-3,36 (m, i0H), 3,52 (s, 3H), 4,84-4,86
(m, 2H). Dados de espectrometria de massa que medem a razao
entre massa e carga do Composto 107 exibiram picos a 123 m/z,

183 m/z, 251 m/z e 283 m/z.
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Preparagdo de 1-{N- (3-exocarbdxi-7-oxabiciclo
[2.2.1]heptano-2-exocarbonil)amino-2- (N, N-dimetil)aminoetano
(Composto 106) .

Anidrido Endothal (1,68 g, 10 mmol) e unsim-N,N-
dimetiletileno diamina (2,64 g, 30 mmol) foram adicionados a
tolueno (10 ml) e aquecidos sob refluxo por duas horas. O
solvente foi removido em seguida por meio de evaporagdao sob
pressdo reduzida e o residuo foi triturado com um pouco de
di-isopropil éter para causar cristalizagdo. O produto foi
recristalizado duas vezes em seguida a partir de hexano por
meio de resfriamento a -20 °C. O produto puro (1,9 g;
rendimento de 74%) fundiu-se a 48-50 °C. O espectro de NMR ‘H
encontra-se em perfeito acordo com a estrutura que &
zwitteridnica e sofre uma substituigdo de dois prétons quando
tratado com D,0. O espectro de massa também confirmou a
identidade do Composto 106. NMR lH (¢cpCly): 1,62-1,75 (m,
2H), 1,85-1,95 (m, 2H), 2,2 (s, 6H), 2,45 (t, 2H), 2,92 (s,
24), 3,60 (t, 2H), 4,85-4,95 (m, 2H). Dados de espectrometria
de massa que medem a razdo entre massa e carga do Composto
106 exibiram picos a 239,2 m/z, 257 m/z e 513 m/z.

ESPECTROMETRIA DE MASSA:

A Tabela 1 demonstra a correlagdo entre a razao
entre massa e carga dos ions e as estruturas correspondentes.
Uma amostra do composto 100 foi ionizada no espectrémetro de
massa. Ions com massas diferentes foram separados € a sua
abunddncia relativa foi medida.

Tabela 1: Relacdo Entre Massa e Carga de Ions

Razdo entre massa e

Estrutura tedrica de ions
carga (m/z)

o

141
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COy
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COsy
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CO,
185 N N—~——H
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A Tabela 2 exibe a correlagdo entre a razdo entre
massa e carga dos ions e estruturas correspondentes. Uma
amostra do Composto 105 foi ionizada no espectrdmetro de
massa. ITons com massas diferentes foram separados e foi
medida a sua abundancia relativa.

Tabela 2: Relacdo Entre Massa e Carga de fons

Razdo entre massa e _ . -
Estrutura tedrica de 1ions
carga (m/z)

CO5

141
CO;

167 .
o]
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EXEMPLO 1: EFEITO DO COMPOSTO 100 E ANALOGOS

RELACIONADOS SOBRE CELULAS GBM

Para identificar alvos terapéuticos inovadores para
o tratamento de glioblastoma multiforme (GBM), andlogos de
cantaridina foram avaliados para determinar a sua capacidade
de inibicdo do crescimento de células de glioblastoma
multiforme. Especificamente, a linhagem de células GBM U373
foi utilizada nas avaliagdes.

Os homélogos de cantaridina que foram avaliados
foram norcantaridina (nor-Can), que é uma bis(normetil)
cantaridina; Endothal (End), que é um derivado de a&acido
dicarboxilico de norcantaridinas; tioanidrido Endothal (ET);
e Compostos 100 e 105, preparados conforme descrito acima.

As células foram colocadas em placas em trés cbpias
no dia 1 com e sem quantidades diferentes de cada droga
dissolvidas em meios (Composto 100, Composto 105 e Endothal)
ou em sulféxido de dimetila (tiocanidrido Endothal e
norcantaridina). O ntGmero total de células €& contado nos

cultivos em trés cdpias em cada dose e em controles apds sete
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dias e determina-se o nUmero médio de células e o desvio
padrao.

A quantidade de inibig¢do do crescimento de células
GMB & expressa como a proporgdo do nimero de células nas
placas experimentais em comparagdo com o numero de células em
placas controle que contém apenas o veiculo da droga e o meio
de cultivo. O percentual médio de controle é plotado e
inserido entre parénteses por um desvio padrdo calculado a
partir das medig¢des em trés cdpias.

RESULTADOS

Cada um dos andlogos de norcantaridina inibiu o
crescimento de GMBs de forma dependente de dosagem in Vvivo,
conforme exibido na Figura 1.

A partir das plotagens de graficos da linhagem de
células GBM U373 em func¢do da exposigdo a diferentes doses de
droga por sete dias, foi estimada a concentragdo de cada
composto que inibiu a proliferagdo de células de tumor do
cérebro em 50% (IC50). As IC50s expressas em micromolaridade
(uM) foram: 2,5, 3,0, 12,0 e 15,0 para tioanidrido endothal,
Composto 100, norcantaridina e endothal, respectivamente,
conforme observado na Figura 1.

Além disso, curvas logaritmicas da linhagem de
células de glioma U373 tratadas com diferentes doses de
Composto 105 por trés (Figura 6) e sete dias (Figura 7)
indicam que o aumento das dosagens demonstra uma inibigdo
maior do crescimento. Além disso, a Figura 8 é uma curva de
reacdo & dosagem para o Composto 105 contra o cultivo de
células de GBM humanas ao longo de sete dias em diversas
concentragdes do Composto 105. Dever-se-a observar que O
Composto 100 foi incluido em uma Unica concentragao de 10 pM
e qgue, nessa concentragdo, os dois compostos possuem valores

inibidores idénticos.
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EXEMPLO 2: EFEITO DO COMPOSTO 100 COMBINADO COM
ACIDO RETINOICO

Para identificar o efeito de combinag¢des de
antifosfatases PP2A e retinoides que afetam complexos
nucleares, concentramo-nos em derivados de cantaridina
hidrossoltGveis que se demonstrou serem ativos contra GBMs
humanos in vitro, Endothal e Composto 100.

Para observar os efeitos do Composto 100 em
combinacdo com &cidos retindéicos, o Composto 100 foi
combinado com acido retindico totalmente trans.

As células foram colocadas em placas em trés cdpias
no dia 1 com e sem guantidades diferentes de cada droga
dissolvidas em meios (Composto 100 e Endothal). O ntmero
total de células & contado nos cultivos em trés cdpias em
cada dose e nos controles apds sete dias e é determinado o
naimero médio de células e o desvio padrao.

A quantidade de inibigdo do crescimento de células
GBM é expressa na forma de proporgdo entre o numero de
células nas placas experimentais em comparagdo com O namero
de células em placas controle que contém apenas o veiculo de
droga e o meio de cultivo. O percentual médio de controle é
plotado e inserido entre parénteses por um desvio padrao
calculado a partir das medigdes em trés cdpias.

RESULTADOS

A Figura 2 demonstra que o Composto 100, bem como
Endothal, cada qual em combinagdo com ATRA, inibiram
sinergicamente a proliferagdo da linhagem de células GBM
U373. Afirma-se que a sinergia (potencializagdo) da atividade
inibidora de duas drogas em combinagdo estd presente quando o
percentual de sobrevivéncia na presenga de duas drogas for
menor que o produto dos percentuais de sobrevivéncia das duas
drogas utilizadas isoladamente nas mesmas doses em

combinacdo. A extensdo da sinergia do Composto 100 e Endothal
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(end) em combinagdo com ATRA é quantificada abaixo na Tabela

3.

Tabela 3: Endothal e Composto 100 +/- Inibigdo de
ATRA de células U373

Percentual de controle
Observado Esperado se aditivo
ATRA 25 uM 77% - ’
END 10 pM 65% -
ATRA 25 uM + END 10 uM 32% 50%
Composto 100 1 uM 78% -
ATRA 25 uM + Composto 100 1 uM 53% 60%

O percentual esperado de sobrevivéncia de células
U373 expostas & combinagdo de ATRA e Composto 1 foi de 60%
(77% por ATRA x 78% por Composto 100 = 60%), enquanto a
sobrevivéncia observada foi de 53%. O percentual esperado de
sobrevivéncia na presenga da combinagdo de ATRA e End foi de
50% (77% por ATRA x 65% por End = 50%), enquanto a
sobrevivéncia esperada foi de 32%.

O Composto 100, guando combinado com Tricostatina A
ou quando combinado com dcido 13-cis retindico, inibiu
sinergicamente o crescimento de linhagem de células GBM U373
conforme exibido abaixo na Tabela 4.

Tabela 4: Composto 100 +/- Acido 13-Cis Retindico
(CIS-RA) e Composto 1 +/- Tricostatina A (TSA) na Inibigdo de
Linhagem de Células GBM U373

Percentual de controle
Esperado se
Observado aditivo
Cis-RA 50 uM ] 933 +/-22
TSA 0,033 uM (0,01 pg/ml) 716 +/-0,4
Composto 100 — 1 uM 979+/-1,0
Composto 100 — 5 uM 52,5+/-2,9
Cis-RA 50 uM + Composto 100 — 1 uM 79,3 +/-3,2 91,3
Cis-RA 50 uM + Composto 100 —~ 5 yM 316 +/-20 49,0
TSA 0,033 uM + Composto 100 — 1 uM 65,7 +/-2,0 70,1
TSA 0,033 yM + Composto 100 — 5 uM 13,9+/-10 376

As duas drogas foram sinérgicas na sua inibigao do
crescimento. de células U373. O percentual de sobrevivéncia
das células apds a exposigdo as duas drogas em combinagdo foi

menor que o que seria esperado do percentual de sobrevivéncia
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das células quando expostas a cada uma das duas drogas as
mesmas dosagens utilizadas na combinagdo.

EXEMPLO 3: DETERMINAGCAO DA ESPECIFICIDADE DE TIPOS
DE TUMORES

Para determinar se existe especificidade de tipo de
tumores das propriedades inibidoras de andlogos de Composto
100, A&cido retinbéico e Tricostatina A, medimos os seus
efeitos inibidores como agentes isolados contra a linha GBM
U373, uma linhagem de cancer de mama, MCF-7 (obtida por meio
da ATCC) e uma linhagem de células de cancer do figado, UMRC
(UMRC obtida por meio do Dr. Zhuang, NINDS, NIH do Programa
de Suporte a Pesquisa Intramural, SAIC, Instituto Nacional do
Cancer, Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Céancer
Frederick) .

RESULTADOS

A linhagem de células de cdncer renal, UMRC (Figura
3), foi menos sensivel que a linhagem de tumor do cérebro,
U373 (Figura 4), enquanto a linhagem de cancer de mama, MCF-7
(Figura 5), foi tdo sensivel quanto U373 para acido retindico
totalmente trans, tioanidrido Endothal, norcantaridina,
Endothal e Tricostatina A. Existe alguma especificidade de
tipo celular dessas drogas para GBMs. A atividade das drogas
contra células MCF-7 indica que os regimes sendo
desenvolvidos para o tratamento de tumores do cérebro podem
também ser Gteis contra cidncer de mama, bem como outros
tumores que sobre-expressam N-CoR.

EXEMPLO 4

Além das atividades inibidoras sob baixas
concentra¢gdes micromolares de Composto 100, o Composto 105,
como o Composto 100, também é um zwitterion e €& altamente
ativo, conforme exibido na Figura 9. O composto solGvel em
lipidios 102 também €é altamente potente na inibigdo de

linhagens de células de glioma, U373 (Figura 10). Outros
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derivados de nocantaridina, os Compostos 101, 103, 104 e 106
possuem menos atividade (Figuras 11 a 14).

Para todos os experimentos de cultivo celular, as
células sdo mantidas em crescimento na presenga ou auséncia
de diferentes concentra¢des de droga ou na presenga do
veiculo utilizado para dissolver a droga, PBS para Composto
100 e DMSO para o Composto 102. As contagens de células sao
realizadas em trés cbdpias no dia 3 e no dia 7 e a inibigdo de
crescimento é expressa na forma de percentual do nimero de
células presentes na cavidade experimental dividido pelo
numero de células em uma cavidade controle.

Existe inibi¢do dependente de dosagem pelo Composto
100 da linhagem de células GBM U373 (Figura 15) e inibigdo
dependente de dosagem da linhagem de células de
meduloblastoma DAOY (Figura 16).

Para experimentos 1in vivo, células de tumores
implantadas por via subcutdnea sdo mantidas em crescimento
por sete dias até um tamanho de 5 a 7 mm. No dia 7, a
administragao da droga inicia-se por via intraperitoneal por
vinte dias. Os diametros perpendiculares maximos das massas
de tumor sdo medidos a cada dois a cinco dias. No 21° dia
apds o inicio do tratamento, os animais sdo sacrificados e
dissecados livres dos tecidos subcutédneos e medidos.

Demonstra-se que o) Composto 100 suprime o)
crescimento da linhagem de células GBM U87 gque cresce de
forma subcut@nea em camundongos SCID (Figura 17). Também se
demonstra que o Composto 100 e o Composto 200 inibem a
proliferagdo de células DAOY gquando implantados por via
subcutdnea em camundongos SCID (Figura 18).

EXEMPLO 5: ATIVIDADE DE DROGAS CONTRA LINHAGENS DE

CELULAS DE CANCER HUMANO DIFERENTES DE GLIOBLASTOMAS E
MEDULOBLASTOMAS

MATERIAIS E METODOS
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Linhagens celulares MDA-MB-231, HT-29, NCI-H460,
NCI-H522, NCI-H69, GXF-209, HepG2, OVAR-3, PANC-1, DU-145,
LNCAP, HL-60, K-562 e MOLT-4 foram obtidas da Colec¢do Norte-
Americana de Cultivos de Tipos (ATCC, Manassas VA) ou do
Instituto Nacional de Cancer (NCI, Frederick MD). Meios RPMI-
1640, dipeptideo L-glutamina (HyQ SG-200) e HEPES foram
obtidos por meio da Hyclone (Logan UT).

Soro de feto bovino (FBS) foi obtido por meio da
Sigma-Aldrich (St. Louis MO). DMSO foi adquirido da Fisher
Chemicals (Fair Lawn NJ). O reagente do Teste de Viabilidade
Celular Luminescente CellTiter-Glo foi obtido por meio da
Promega Corporation (Madison WI). Todos os pléasticos de
cultivo de tecido foram obtidos por meio da Corning
Incorporated (Nova Iorque NY). O Composto 100 e o Composto
102 foram fornecidos pela Lixte Biotechnology Holdings, Inc.
(East Setauket NY).

Todas as linhagens celulares foram cultivadas
rotineiramente duas vezes por semana em meio RPMI-1640
suplementado com 2 mM de dipeptideo L-glutamina, 10 mM de
HEPES e 10% FBS.

As 1linhagens celulares aderentes células MDA-MB-
231, HT-29, NCI-H460, NCI-H522, GXF-209, HepG2, OVAR-3, PANC-
1, DU-145 e LNCAP foram semeadas em duas placas com 96
cavidades a 2500 células por cavidade em um volume total de
50 pl e incubadas em um incubador de cultivo de células de
CO, a 5% umidificado a 37 °C por uma noite. As linhagens de
células em suspensdao NCI-H69, HL-60, K-562 e MOLT-4 foram
semeadas em duas placas com 96 cavidades a dez mil células
por cavidade em um volume total de 50 pl e incubadas em um
incubador de CO; a 5% umidificado a 37 °C por uma noite.

Um estoque de 20 mM de droga hidrossoltavel Composto
100 foi elaborado em &gua estéril e estoques de 20 mM de

Composto 102 foram elaborados em DMSO. Isso foi seguido pela
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elaborag¢ao de 2X estoques das concentragdes finais
necessarias em meio RPMI-1640. 50 pl das solugdes padrdo 2X
foram adicionados as cavidades apropriadas, que continham 50
ul de células e meio para gerar as concentra¢des finais
descritas no Apéndice. A concentragdo superior do Composto
100 foi esterilizada por filtragem antes do wuso. Foram
adicionados 50 pl de meios aos meios e cavidades de controle
de células e 50 pl de uma solugdo padrdao 2X DMSO imitagdo
foram adicionados as células de controle de veiculos. Ao
mesmo tempo em que as drogas eram adicionadas as células, uma
das placas de cada linhagem celular foi wutilizada para o
teste CellTiter-Glo conforme descrito abaixo, para a fim de
obter valores de Dia 0 para cada linhagem celular. Apds um
periodo de incubagdo de 72 horas, o teste CellTiter-Glo foi
realizado sobre a placa remanescente.

TESTE CELLTITER-GLO

O teste foi realizado conforme as instrug¢des do
fabricante. Resumidamente, placas foram removidas do
incubador e colocadas sobre a bancada sob temperaturas
ambiente por trinta minutos. As placas ndo foram empilhadas.
Apbés a incubagdo por trinta minutos & temperatura ambiente,
100 pl de reagente CellTiter-Glo foram adicionados a cada
cavidade sobre a placa e misturados por dois minutos,
seguidos por incubagdo por dez minutos adicionais a
temperatura ambiente. A luminescéncia foi registrada em
seguida utilizando o contador de luminescéncia e cintilagao
Perkin Elmer Microbeta (Trilux).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estes estudos foram realizados conforme descrito em
Materiais e Métodos, com os dados brutos e configuragdo de
placas descritos no Apéndice. Os valores IC50 obtidos para
cada droga em cada linhagem celular sdo descritos na Tabela

5. A representagdo grafica do efeito dos compostos em cada



10

"15

71/78

linhagem celular, junto com as adequagdes de curvas
associadas, & ilustrada nas Figuras 19A a N.

A maior parte das linhagens celulares testadas foi
sensivel a todas as drogas na faixa com baixo uM (Tabela 5).
O Composto 100 e o Composto 102 possuem atividade
significativa (aproximadamente igual para todas as linhagens
a droga anticancerigena utilizada clinicamente como
comparador positivo, doxorubicina). As drogas foram ativas
contra linhagens celulares de: cadncer de mama; cancer do
cblon; os trés tipos principais de céancer do pulmdo, células
grandes, adenocarcinoma e células pequenas; cédncer do
estdémago; cancer do figado (hepatoma); adenocarcinoma do
ovario; carcinoma do péancreas, dois tipos de carcinoma da
préstata; e trés tipos de leucemia, promilocitica,
mielocitica crdnica e linfocitica aguda (Tabela 5).

Tabela 5: Concentragdo do Composto 100 e 102 que
Resulta em Inibigdo de 50% da Proliferagdo (IC50) Obtida das
Adequag¢des de Curvas de Quatorze Linhagens de Células de

Cancer Humano (Figuras 19A a N)

Linhagem celular ICso uM
Tipo de cancer Composto 100 Composto 102
MDA-MB-231 9,5 6.6
Mama
HT-29
- 5,3 , 6
Célon 3
NCI-H460
Pulmdo: células 24,3 17,5
grandes
NCI-H522
Pulmdo adenoca 3.4 2,2
NCI-H69
Pulmdo: células 23,9 24,6
pequenas
GXE:209 7,9 5,3
Estdmago
HepG2 31,6 22,1
Figado
_ OVCAR-3 2,9 5,1
Ovario adenoca
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PANC-1

A 25,1 20,7
Pancreas

DU-145

Prbéstata 16,4 13,0

LNCAP
Prbéstata

HL-60
Leucemia 7,7 6,5
promielocitico

K-562
Leucemia 10,7 13,7
mielo crénico

MOLT-4

agudo linfo 5.7 2.8

EXEMPLO 6: ATIVIDADE ANTIFﬁNGICA

A populagéo crescente de pacientes com
comprometimento imunolégico devido a transplantes, HIV/AIDS e
cidncer, principalmente leucemia, resultou em um aumento das
infec¢des flngicas severas. Os fungos mais frequentemente
recuperados de infecg¢des nesses pacientes sao Aspergillus spp
e Candida spp. Terapias eficazes sdao disponiveis para o
tratamento de Candida spp, mas permanece a preocupagao sobre
o tratamento de infecg¢des causadas por Aspergillus spp, que
sao associadas a alta mortalidade no hospedeiro
imunocomprometido. Essas infecg¢des sdo de dificil 1limpeza
neste grupo de pacientes, de forma a aumentar a necessidade
de agentes com boa atividade contra esses fungos. Além disso,
infec¢des flngicas trabalhosas menos sérias, mas crdnicas das
unhas e da pele dos pés e das mdos, as dermatofitoses, afetam
milhdes de pessoas em todo o mundo. Como resultado do cenario
mutante de infecg¢des fuingicas e da falta de uma cura geral
para essas infecgdes, os Compostos 100 e 102 estdo passando
por testes para possivel desenvolvimento futuro.

MATERIAIS E METODOS

Testes antiflingicos foram completados com um lote

comum para os Compostos 100 e 102.
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Uma porg¢do de 10 mg de cada pé foi pesada e
adicionada a 1 ml de agua destilada estéril para o Composto
100 e DMSO para o Composto 102. A concentragdo resultante de
10 pg/ml foi diluida em uma concentragdo de trabalho de 640
pg/ml para cada composto. Todas as diluigdes subsequentes
foram também realizadas utilizando os diluentes
correspondentes. Concentragdes de teste finais variaram de
0,125 a 64 pg/ml.

RESULTADOS

Um total de 23 isolados foi testado para incluir 3
Candida albicans, 3 Candida glabrata, 3 Cryptococcus
neoformans, 3 Aspergillus fumigatus, 3 Rhizopus oryzae, 3
Fusarium solani, 3 Pseudallescheria boydii e 2 Trichosporon
rubrum. Todos os isolados foram isolados clinicos submetidos
ao Laboratdrio de Testes com Fungos para avaliagdo. Testes de
susceptibilidade antifGngica foram realizados conforme os
métodos descritos no Comité Nacional de Padrdes de
Laboratdrios Clinicos, M-27A2, Reference Method for Broth
Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts;
Approved Standard, e M38-A, Reference Method for Broth
Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Conidium-
Forming Filamentous Fungi; Approved Standard. Estes incluem
teste em RPMI-1640 com glutamina e sem bicarbonato, um
tamanho de inoculado de 0,5 a 2,5 X 10° para leveduras ou 1l a
5 x 10° para fungos e incubagdo a 35 °C por 24 e 48 horas. A
concentracdo inibidora minima (MIC) foi definida como a
concentracdo mais baixa que resultou em uma redugdo de 50% da
turvacdo em compara¢do com um tubo controle livre de drogas
para a levedura e 80% de inibigdo para os moldes.

Embora ndo se observasse a atividade do Composto
100 nos niveis testados, descobriu-se atividade significativa
para o Composto 102 contra T. rubrum (Tabela 6).

CONCLUSAO



10

15

atingidos em pacientes humanos,

74/78

Dependendo dos niveis deste composto que podem ser

fatores pertinentes,

perfis de seguranga e outros

este composto pode ser um combatente

vidvel das infec¢des dermatofiticas causadas por Trichosporon

rubrum.
Tabela 6
Composto Composto Composto Composto
100/24 100/48 102/24 102/48
horas horas horas horas
CP Controle >64 >64 >64 >64
07-3006 C. albicans >64 >64 >64 >64
07-3011 C. albicans >64 >64 >64 >64
07-3012 C. albicans >64 >64 >64 >64
07-2964 C. glabrata >64 >64 >64 >64
07-2965 C. glabrata >64 >64 >64 >64
07-3013 C. glabrata >64 >64 >64 >64
07-2665 C. neoformans >64 >64 >64 >64
07-2737 C. neoformans >64 >64 >64 >64
07-2829 C. neoformans >64 >64 >64 >64
07-1870 R. arrhizus >64 >64 >64 >64
07-2044 R. arrhizus >64 >64 >64 >64
07-2078 R. arrhizus >64 >64 >64 >64
07-1399 F. solani >64 >64 >64 >64
07-1755 F. solani >64 >64 >64 >64
07-1867 F. solani >64 >64 >64 >64
07-1333 P. boydii >64 >64 >64 >64
07-1502 P. boydii >64 >64 >64 >64
07-1601 P. boydii >64 >64 >64 >64
05-388 A. fumigatus >64 >64 >64 >64
06-4126 A. fumigatus >64 >64 >64 >64
07-2039 A. fumigatus >64 >64 >64 >64
07-1743 T. rubrum >64 >64 2 2
07-2055 T. rubrum >64 >64 2 2
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REIVINDICACOES

1. COMPOSTO, que possul a estrutura:

Ry Rz
R N\

\R3

Re

C/
Rs /,\\Rs
Re

caracterizado pelo fato de que:

a unido o estd presente ou ausente;

R, e R, sdo, independentemente entre si, H, O ou
ORy, em que Ry & H, alquila, alquenila, alquinila ou arila;
ou R; e R; juntos sdo =0;

R; e R, sdo diferentes entre si e cada qual é OH, O

, ORo, SH, S ou SRg,’

H
N CHy
j{ \\//N\W::

CHy ,
H
N O—CH;3
e N
ou

0\

N/

em que X &€ O, S, NRyp ou N'RypR;o, em que cada Ry, &

14

independentemente H, alquila, alquila C,;-C;>; substituido,
alquenila, alquenila C4-C;; substituido, alquinila, alquinila
substituido, arila ou arila substituido, em que o)

substituinte & diferente de cloro guando R; e R, forem =0;

X 4

~-CH,CN, -CH,CO3R;;, —-CH,COR;;, -NHR;; ou -NH* (Rll) 2, €m

que cada R;; & independeﬁtemente alquila, alquenila ou
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alquinila, cada um dos quais substituido ou ndo substituido,
ou H;
Rs € R¢ sdo, independentemente entre si, H, OH ou Rs
e Rg, tomados em conjunto, sao =0; e
5 R, e Rg sdo, independentemente entre si, H, F, Cl,
Br, SO,Ph, CO,CH; ou SRiz;
em que R;; & H, arila ou alquila, alquenila ou
alquinila substituido ou ndo substituido;
ou um sal, enantidmero ou zwitterion do composto.
10 2. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagdao 1,

caracterizado pelo fato de que o composto possui a estrutura:

m"“lh-.

3. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagao 2,

caracterizado pelo fato de que o composto possui a estrutura:

R

15
4, COMPOSTO, de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizado pelo fato de que o composto possui a estrutura:

E"Mlu-

5. COMPOSTO, de acordo com gqualquer uma das
20 reivindicacdes 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que a unido

o esta presente.
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6. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que a unido
o estd ausente.
7. COMPOSTO, de acordo com gqualquer uma das
5 reivindicag¢gdes 5 ou 6, caracterizado pelo fato de que:
R, e R, juntos sdo =0;

R; € O ou ORy, em que Ry &€ H, metila, etila ou

fenila;
R.4 é:
N c
Hy
K
cHy |
10
/n O—-CH;
. N
. ou
—}—N X
/|
em que X é O, S, NR;p ou N+R10R10,'
em que cada R;p, €& independentemente H, alquila,
alquila C,-Ci15 substituido, alquenila, alquenila C4-C1s

15 substituido, alquinila, alquinila substituido, arila, arila

-

substituido em que o substituinte é diferente de cloro;

| X

" -CH,CN, - CH,CO3Rq17, - CH,COR;1, -NHR;; ou -NH* (Rll) 2 €m

’

que R;; é alquila, alquenila ou alquinila, cada um dos quais
20 substituido ou ndo substituido, ou H;
Rs e Rg, tomados em conjunto, sao =0; e
R; e Rg sdo, independentemente entre si, H, F, Cl,

Br, SO,Ph, CO,CH; ou SRj;;
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em que R;; € um alquila, alquenila ou alquinila

substituido ou ndo substituido.
8. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de que R; é

o .

9. COMPOSTO, de acordo com gqualquer uma das

reivindica¢des de 1 a 8, caracterizado pelo fato de que R,y é:

H

N CHy
’%'/ \/\N/

“ew ,
H
N O——CH,
- N
ou

‘i"”x_/"

em que X é O, NR;o, N+R10R10;

¢

em que cada R;; €& independentemente H, alquila,
alquila C,-C12 substituido, alquenila, alquenila C4-Ci2
substituido, alquinila, alquinila substituido, arila, arila

substituido em que o substituinte é diferente de cloro quando

X 1A

-CH,CN, -CH,COzR13, -CH,COR;;, -NHR;; ou ~NH* (Rll) 2, €m

R; e R, forem =0;

’

que R;; € H ou alquila.
10. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagao 9,

caracterizado pelo fato de que possui a estrutura:

o]
OH
NH O——CH,
N
0 ’
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o]
OH
NH O——CH3
N
o ’
(o]
OH
NH\g\///,\\\ //Cﬂa
g N
CH,
0 s Ou
0 .
| .
NH\\\///,\\\ //CHa
N\
CHjy
(o]

11. COMPOSTO, de acordo com dgualquer uma das

reivindicagBes de 1 a 9, caracterizado pelo fato de que R* é:

-§_~/—- \:—Rm

N\
em que Ry € H, alquila, alquila C,-C;» substituido,
alquenila, alquenila C,-C;» substituido, alquinila, alquinila

substituido, arila, arila substituido em que o substituinte é

diferente de cloro quando R; e R, forem =0;

X

-CH,CN, -CH,CO3Ri1;, - CH,COR4;, -NHR;; ou -NH"* (Rll) 2, €m

4

que R;; € H ou alquila.
12. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des de 1 a 9 ou 11, caracterizado pelo fato de que

R4 é:
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_g__.N' N‘\_.
\_/ H .
13. COMPOSTO, de acordo com gqualquer uma das

reivindicagdes de 1 a 9 ou 11, caracterizado pelo fato de que

Rq é:
3 N
N
’

AX

14. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das

em que Rjo €&:

reivindicagles de 1 a 9 ou 11, caracterizado pelo fato de que

R4 é:

em que R é:

15. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 9 ou 11, caracterizado pelo fato de que

R.4 é:

—g-——N N'——CH,CHj

\

H

16. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 9 ou 11, caracterizado pelo fato de que

R4 é:
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-g—n’ N
N\

17. COMPOSTO, de acordo com gqualquer uma das
reivindicag¢des de 1 a 9 ou 11 a 16, caracterizado pelo fato
de que Rs e R¢ juntos sao =0.

18. COMPOSTO, de acordo com gqualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 9 ou 11 a 17, caracterizado pelo fato
de que R; e Rg sdo independentemente H.

19. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagdo 1:
(o}

ORy
N X

caracterizado pelo fato de que a unido o esta
presente ou ausente; Ry esta presente ou ausente e, quando
presente, & H, alquila Ci-Cio, alquenila C,-Cyp ou fenila; e X
é o, S, NR;; Ou N+R10R10;

em que cada R;p é independentemente H, alquila,
alquila C,-Cis substituido, alquenila, alquenila C4-Cia
substituido, alguinila, alquinila substituido, arila, arila

substituido, em que o substituinte & diferente de cloro;

AX

-CH,CO2R11, -CH,COR11, - CH,CN ou -CH,CH;R16, €em que Rj1

14

& H ou alquila e em que Ry¢ €& gqualquer substituinte que é um
precursor de um intermedidrio aziridinila;
ou um sal, zwitterion ou enantidémero do composto.
20. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagdo 19,

caracterizado pelo fato de que possui a estrutura:
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em que:

a unido o estd presente ou ausente;

X & 0, S, NRjp ou N'RjoRy0;

em que cada R;, €& independentemente H, alquila,
alquila Cz-C1s substituido, alquenila, alquenila Cy-C1o
substituido, alquinila, alquinila substituido, arila e arila

substituido, em que o substituinte & diferente de cloro;

X

-CH,CO3R;,1, -CH,COR11, -CH,CN ou ~CH,CH3;R;6, em que Ry

’

& H ou alquila e em que Rys € qualquer substituinte que & um
intermedidrio aziridinila;

ou um sal, zwitterion ou enantidmero de um
composto.

21. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagdo 20,
caracterizado pelo fato de que:

X & O ou NH'Riop;

em que R;p € H, alquila, alquila C;-Ci substituido,
alquenila, alquenila C,-C;; substituido, alquinila, alquinila
substituido, arila ou arila substituido, em que O

substituinte é diferente de cloro;

A L
1A
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22. COMPOSTO, de acordo com a reivindicag¢dao 20,
caracterizado pelo fato de que X & -CH,CHyR;5, em que Ry €
qualquer substituinte que & um precursor de um intermedidrio
de aziridinila.

23, COMPOSTO, de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 20 ou 21, caracterizado pelo fato de que X é
0.

24. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 20 ou 21, caracterizado pelo fato de que:

X & NH'Ryg;

em que Rjp € H, alquila, alquila C,-C,, substituido,
alquenila, alquenila C4-C;; substituido, alquinila, alquinila

substituido, arila, arila substituido em que o substituinte &

AX

k

25. COMPOSTO, de acordo com gqualquer wuma das

diferente de cloro;

reivindicac¢des 20, 21 ou 24, caracterizado pelo fato de que
Rip é metila.
26. COMPOSTO, de acordo com gualquer wuma das

reivindicacdes 20, 21 ou 24, caracterizado pelo fato de que

J28

27. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das

PR

Rio €:

reivindicacdes 20, 21 ou 24, caracterizado pelo fato de que

P

Rip €:
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28. COMPOSTO, de acordo com qualquer wuma das
reivindica¢des 20, 21 ou 24, caracterizado pelo fato de que
Rio € etila.

29. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 20, 21 ou 24, caracterizado pelo fato de que

Rio € ausente.

30. COMPOSTO, que possui a estrutura:

DN
| AN

caracterizado pelo fato de que:

a unido o estad presente ou ausente;

R, estd presente ou ausente e, quando presente, é
H, algquila, alquenila, alquinila ou fenila; e

X & O, NRjp ou N'RigRjp, em que cada Ry &
independentemente H, alquila, alquila C,-C;; substituido,
alquenila, alquenila C4-C;; substituido, alquinila, alquinila

substituido, arila, arila substituido em que © substituinte &

diferente de cloro;

X

-CH,CN, -CH,CO3R;; ou -CH,COR;2, em que Ri> é H ou

r

alquila;

ou um sal, zwitterion ou enantidmero do composto.
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31. COMPOSTO, de acordo com a reivindicacg¢ao 30,

que possuli a estrutura:

N
N4 '

caracterizado pelo fato de que:

5 a unido o esta presente ou ausente;
X & O ou NH'R;p, em que R;, € H, alquila, alquila C,-
C,» substituido, alquenila, alquenila C;-C;, substituido,
alquinila, alquinila substituido, arila, arila substituido em
que o substituinte & diferente de cloro;
o]
,§J\O>< ¥
- 10 ’ !
-CH;N, -CH;CO;R;; ou -CH,COR;,, em que R;; € H ou
alquila.
32. COMPOSTO, de acordo com a reivindicacao 30,
caracterizado pelo fato de que a unido o estd presente.
15 33. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagdao 30,

caracterizado pelo fato de que a unido a estd ausente.

34. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagao 33,
caracterizado pelo fato de que possui a estrutura:

o

o

N N
N\

o



12/20

o)
o
N N'H,
o r
o]
OH
N N
(o]
4
O
o
+
N NH/\
o} — , ou
CO;Me
N NCH,
o

35. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagdo 32,

caracterizado pelo fato de que possui a estrutura:
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DN
/<

G~
\__/

” N NH
N/

l’ N/ \Nt' N
AN
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36. COMPOSTO, de acordo com a reivindicacao 30,

que possul a estrutura:

DA
N

Caracterizado pelo fato de que:
5 a unido o estd presente ou ausente;
X & NH'Ryo;
em que R;p, estad presente ou ausente e, gquando
presente, Rio é alquila, alquila Cy-C12 substituido,

alquenila, alquenila C,;-C;; substituido;

| X

10
-CH3N, -CH,CO3R;, ou - CH,COR15, em qgque R é€ H ou
alquila.
37. COMPOSTO, de acordo com a reivindicag¢dao 1,
caracterizado pelo fato de que o composto possui a estrutura:
o r//\\\NH
“ H;C'HN\)
N NCH3
15" °

38. COMPOSTO, que possui a estrutura:
g

Bl
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caracterizado pelo fato de que:

A e B sdo, independentemente entre si, H, F, C1l,
Br, SO,Ph, CORis, CO.CH;, SRis;

em que R;, € H ou arila ou um alquila, alquenila ou
algquinila substituido ou ndo substituido;

X & 0, NH ou S;

Z & 0, S, SRjs, NH, NR;s, CH,OH, CH,OR;s em que R;s é
arila ou um alquila, alquenila ou alquinila substituido ou
nao substituido; e

Y e W sdo, independentemente entre si, CHOH CH;,
C=S ou C=0;

ou um sal do composto.

39. COMPOSTO, de acordo com a reivindicag¢ao 38,
caracterizado pelo fato de que:

A e B sdo, independentemente entre si, H ou F;

X é 0O;

Z é& S; e

Y e W sdo independentemente C=S.

40. COMPOSTO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 38 ou 39, caracterizado pelo fato de que A e B
sdo independentemente F.

41. COMPOSTO, de acordo com gqualquer uma das
reivindica¢des 38 ou 39, caracterizado pelo fato de que:

A é& H; e

B é F.

42. COMPOSTO, de acordo com a reivindicag¢do 38,
que possui a estrutura:

(o]

founim

p -1 [[{LIIER

caracterizado pelo fato de que:
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A é& F ou SRyy, em que R;; & arila ou um alquila,
alquenila ou alquinila substituido ou ndo substituido; e

B é& F, Cl, Br, SO,Ph, CO,CH;, COR;; ou SR;;, em que
Ry € arila ou um alquila, alquenila ou alquinila substituido

ou ndo substituido.
43. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagdo 42,

caracterizado pelo fato de que possui a estrutura:

(o]

-
3
?

g

& lile)

b of [ [TTIXR)

O,Ph

Lasitlien

Tl

I“lllnu

o) (o]

’ ou

44. COMPOSIGAO FARMACEUTICA, caracterizado pelo
fato de compreender o composto conforme definido em qualquer
uma das reivindicagdes de 1 a 37 e um veiculo

farmaceuticamente aceitavel.
45 . PROCESSO DE PREPARACZXO DE UM COMPOSTO, que

possui a estrutura conforme definido em qualquer uma das

reivindicagdes 1 ou 2, caracterizado pelo fato de

compreender:
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a. reagdo de um composto que possui a estrutura:

=
Q
X

com um composto que possui a estrutura:

Ry
Ry
Ry
Rs
Rs
Rg Rs
Re
5 para formar um composto que possui a estrutura a
seguir:
Ry

Re
b. reagdao de um composto que possui a estrutura
acima com hidrogénio na presenga de um catalisador para

10 formar:

Re

46. PROCESSO DE PREPARACAO DE UM COMPOSTO, que
possui a estrutura conforme definida na reivindicagdo 38,
caracterizado pelo fato de compreender:

15 a. reagdo de um composto que possul a estrutura:
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com um composto que possui a estrutura:

para formar um composto que possui a estrutura a

seguir:

-l|||"lm

il

b. reacdo de um composto gque possul a
estrutura acima com hidrogénio na preseng¢a de um catalisador

para formar:

g

Pllitsese-

47. PROCESSO DE PREPARAGCAO DE UM COMPOSTO, que

possui a estrutura:

o}

o

N N
NN

caracterizado pelo fato de compreender:
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a dissolugdo de um composto que possui a estrutura

a seguir:

O
:go
0

em benzeno e adig¢do de um composto que possui a

5 estrutura:
HN N—

para produzir um composto que possui a estrutura:
o

o

N N
I NN,
b. recristaliza¢do do composto apds a etapa a, para
10 produzir o composto.
48. PROCESSO, conforme descrito em gqualquer uma
das reivindicagdes 43 ou 44, caracterizado pelo fato de que o
solvente &€ dimetilformamida.
49. METODO DE CONTROLE DE VEGETACAO INDESEJADA,
15+ caracterizado por compreender o contato da vegetagdo ou seu
ambiente com wuma quantidade eficaz como herbicida dos
compostos conforme definido em qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 37.
50. METODO DE INIBICAO DA ATIVIDADE DE FOSFATASE

20 VEGETAL, caracterizado por compreender o contato da planta ou

seu ambiente com uma quantidade eficaz como herbicida dos
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compostos conforme definido em qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 37.

51. METODO, de acordo com dqualquer uma das
reivindicagdes 49 ou 50, caracterizado pelo fato de que o
composto € o Composto 100, 100E, 101, 101E, 102, 102E, 103,
103E, 104, 104E, 105, 105E, 106, 106E, 107, 107E, 108 ou 111.

52. METODO DE PREVENGAO OU TRATAMENTO DE UMA
INFECGAO FUNGICA EM UM PACIENTE, que compreende a
administragdo ao paciente de uma quantidade eficaz dos
compostos conforme definido em qualquer das reivindicag¢des 1
a 37 para tratar a infecg¢do fingica, de forma a tratar a
infecg¢do fungica.

53. METODO, de acordo com a reivindicacdo 52,
caracterizado pelo fato de que o composto & o Composto 100,
100E, 101, 101E, 102, 102E, 103, 103E, 104, 104E, 105, 105E,
106, 106E, 107, 107E, 108 ou 111.

54. METODO DE TRATAMENTO DE PACIENTES QUE SOFREM
DE CANCER, sendo este clncer de mama, cancer do cdlon, célncer
do pulmdo de células grandes, adenocarcinoma do pulmio,
cadncer do pulmdo de células pequenas, céncer do estdmago,
cdncer do figado, adenocarcinoma do ovario, carcinoma do
pancreas, carcinoma da préstata, leucemia promilocitica,
leucemia mielocitica crénica ou leucemia linfocitica aguda
que compreende a administragdo ao paciente de uma quantidade
terapeuticamente eficaz dos compostos conforme definido em
qualquer das reivindicag¢des 1 a 37, de forma a tratar o
paciente.

55. METODO, de acordo com a reivindicacdo 54,
caracterizado pelo fato de que o composto & 100, 100E, 101,
101E, 102, 102E, 103, 103E, 104, 104E, 105, 105E, 106, 106E,
i07, 107E, 108 ou 111.
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Fig. 198
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Fig. 19C
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RESUMO
COMPOSTO, COMPOSIGAO FARMACEUTICA, PROCESSO DE
PREPARACAO DE UM COMPOSTO, METODO DE CONTROLE DE VEGETAGAO
INDESEJADA, METODO DE INIBICI'K.O DA ATIVIDADE DE FOSFATASE
VEGETAL, USO DO COMPOSTO
A presente invengdo fornece compostos que possuem a
estrutura que pode ser utilizada para ©o tratamento de

tumores.
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