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“ATIVADOR DE CELULAS T GAMADELTA, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, USO DE UM ATIVADOR DE CELULAS T
GAMADELTA, COMPOSICAO DE VACINA, METODO DE ATIVACAO
DE UMA CELULA T GAMADELTA, CELULA T GAMADELTA, E, USO
DE UMA CELULA T GAMADELTA”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a uma nova classe de compostos

tendo propriedades ativadoras de células yOT, referidos aqui como angelil
fosfoésteres, composi¢gdes compreendendo qualquer um destes compostos e
métodos para regular uma resposta imune em um individuo, compreendendo a
etapa de administrar estes compostos.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A maioria das células ydT sangiiineas periféricas humanas

expressam um heterodimero ydTCR codificado por genes Vy9/V82, alguns
receptores de linhagem-NK para MHC classe I e quase nenhum CD4 nem
CD8. Estas células mostrou exibir forte atividade citolitica, restringida-MHC,
contra c€lulas infectadas por virus (Poccia et al. (1997), células infectadas por
parasita (Constant et al (1995)), ou células tumorais (Fournie et Bonneville
(1996). Estas células sdo também fisiologicamente ampliadas no contexto de
diversas doengas infecciosas ndo-relacionadas, tais como tuberculose,

malaria, tularemia, colibacilose e também por tumores de célula-B (para

recapitulacdo, vide Hayday, 2000.

Além de sua atividade antiinfecciosa, foi mostrado em ensaios
de citotoxicidade de curto termo que as células Vy9/V882 T sdo capazes de
lisar uma larga variedade de linhagens de células tumorais de origens muito
diversas: linfoma e leucemia de linhagens de célula-B, célula-T ou mieldides
(Fisch et al., 2000; Selin et al., 1992; Sicard et al., 2001; Sturm et al., 1990;
Zheng et al.,, 2001a), carcinoma de mama (Bank et al., 1993), glioblastoma
(Fujimiya et al., 1997; Yamaguchi et al., 1997), carcinoma de célula renal

(Choudhary et al., 1995; Kobayashi et al., 2001; Mitropoulos et al., 1994),
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carcinoma nasofaringeo (Zheng et al., 2001b), adenocarcinoma de pulméo
(Ferrarini et al., 1996).

Em microbios, os linfécitos Vy9/V82" reconhecem
espontaneamente um conjunto de antigenos ndo-peptidicos estruturalmente
relacionados, referidos como fosfoantigenos e alquilaminas naturais. Nos
tumores de célula B, a natureza dos antigenos para as células T y8
permanecem n#o identificados. Os linfécitos Vy9/V82" sdo também
responsivos a uma variedade de tipos de células viralmente infectadas,
ativadas ou tumorais, sem exposi¢do anterior. Repetindo, nestas situagdes, os
antigenos responsaveis permanecem desconhecidos (para recapitulagdo, vide
Fisch, 2000). Foi mostrado que, in vitro, os linfécitos Vy9/V82 2" respondem
a medicamentos sintéticos, tais como aminobisfosfonatos terapéuticos
(recapituiado em Espinosa, 2001), resultando em sua ativagdo in vitro. O
reconhecimento de antigenos ndo-peptidicos naturais € mediado por TCR 3,
através de residuos amino 4cidos localizados nas regides CDR3 tanto Vy9-
como V2-. Embora nédo esteja envolvido processamento nem apresentacgio
por moléculas CD1 ou MHC, a ativagdo de linfécito Vy9/V82" por antigenos
ndo-peptidicos parece requerer contato de célula-com-célula (Lang, 1995;
Morita, 1995; Miyagawa, 2001, Rojas, 2002).

Os antigenos bacterianos estimulantes foram mostrados serem
pequenos compostos ndo peptidicos, classicamente referidos como
fosfoantigenos (Behr et al., 1996; Belmant et al., 2000; Constant et al., 1995;
Poquet et al., 1998; Tanaka et al., 1995), devido a presenga de grupos fosfato
na maioria dos exemplos. |

As células T Vy9/V82" podem também ser ativadas através de
metabolitos endégenos (atuando na faixa micromolar), tais como pirofosfato
de isopentenila ou IPP (Espinosa et al., 2001b; Tanaka et al., 1995), que ¢
produzido através o trajeto do mevalonato convencional, compartilhado por

células tanto de microorganismos como de mamiferos. A produg¢io de IPP nas
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ultimas células pode ser supra-reguladas em situagbes de estresse e
transformagdo celular. Em particular, um estudo recente informou uma
correlagdo entre os niveis de producdo enddgenos de IPP em células tumorais
e sua susceptibilidade a lise mediada por célula T Vy9/V62 (Gober et al.,
2003).

Também consistente com uma contribui¢do direta de
metabdlitos enddgenos do trajeto de mevalonato para reconhecimento das
células T Vy9/V32, o tratamento celular com agentes farmacoldgicos evitando
a biossintese de IPP (tal como estatinas) ou resultando no acumulo de IPP (tal
como aminobisfosfatos, vide abaixo) resultam respectivamente nas
diminuidas ou aumentadas propriedades estimulantes das células Vy9/V$2 das
células tratadas (Gober et al., 2003).

Pensa-se que os aminobisfosfonatos inibem a FPP sintase, uma
enzima do trajeto de mevalonato, cuja inibi¢do causa o acumulo e liberagio
dos lipideos isoprendides a montante, tais como IPP. Os compostos de
aminobisfosfonato tinham sido usados em terapia humana, para o tratamento
de metastase Ossea em pacientes com cancer e forneceram um primeiro
conjunto de evidéncias para expansdo in vivo de linfécitos Vy9/V82",
induzidos por agonistas de fosfoantigeno, relatando aumentos de células yd
dentro de uma a trés semanas em adultos humanos com multiplo mieloma,
apos inje¢do intravenosa terapéutica de 60 — 90 mg de pamidronato
(Kunzmann et al, 1999). Entretanto, tais compostos requerem apresenta¢io
por células apresentando antigeno e ndo podem produzir substancial estimulo
de atividade de célula T Vy9/V82, como avaliado por secregdo de citocina em
uma cultura pura de células T Vy9/V52. Além disso, o pamidronato apresenta
poténcia de ativag@o muito baixa das células T yd, relatado obter na melhor
das hipoteses aumento somente de 2 vezes na contagem de células T v
(Wilhelm et al., 2003).

Recentemente, diversos compostos contendo pirofosfato
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ativadores das células T yd altamente potentes foram descritos, que ativam

diretamente as células T yd. Em particular, os compostos de fosfoaloidrina e

- fosfoepoxido foram descritos pelo grupo J.J. Fournie. (R, S)-3-(bromometil)-

3-butanol-l-il-difosfato, também referido como BrHPP (Pirofosfato de
Bromoidrina), € atualmente usado em estudos clinicos humanos continuos,
para estimular a proliferagdo das células T yd ex vivo. Outros compostos
contendo pirofosfato, com alta atividade especifica (EC50 na faixa nanomolar
ou melhor), sdo produzidos através de um trajeto biossintético de isoprenoide,
chamado o trajeto de “Rohmer” ou de “ndo-mevalonato”, que ¢ especifico
para microorganismos pro e eucaridticos (Feurle et al., 2002; Hintz et al
(2003); Jomaa et al., 1999a; Jomaa et al., 1999b; Rohmer et al., 1993).

Apesar do precedente, ha ainda necessidade de novos
compostos provendo ativagdo das células T yd, em particular compostos tendo
aumentada poténcia e/ou preferidas propriedades farmacodindmicas. Tais
compostos tém particulares vantagens em indica¢des de ndo-ameaca de vida
ou terapéuticas cronicas, em que as terapias devem ser livres de toxicidade.
SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo agora descreve uma nova classe de

compostos tendo propriedades ativadoras das células T Y. Esta nova classe
de compostos ¢é referida como a classe de angelil fosfoéster e tiglil. Os
inventores descobriram que a classe de compostos descrita aqui tem alta
poténcia, em comparagdo com outros compostos sabidos modularem a
atividade das células T yd. Preferivelmente, os compostos. da invengdo sdo
isolados, purificados ou parcialmente purificados.

Estes compostos podem ser usados para eficientemente regular
a atividade das células T v, particularmente a ativagdo e proliferacio das
células T v, preferivelmente células T Vy9/V$2, in vivo em um individuo.
Estes novos ativadores das células T yd podem ser usados de acordo com

qualquer um dos métodos aqui descritos. Estes compostos sdo particularmente
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adequados para imunoterapia, particularmente para tratar um individuo tendo
um tumor ou um individuo sofrendo de outras doengas, particularmente uma
doenga infecciosa, uma doeng¢a autoimune ou uma doenga alérgica. Os
compostos de acordo com a presente inven¢do podem também ser usados
como um adjuvante de vacina.

Por conseguinte, a invenc¢do fornece um ativador de células T

vd de formula (I):

Rs

ii
| L1
Ry OCat mO’Cat

em que Catt+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cation(s)

Rg—W==C~— A

Ry

organico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);

m € um inteiro de 1 a 3;

B € O, NH, ou qualquer outro grupo capaz de ser hidrolisado;

A ¢ O, NH, CHF, CF, ou CH,, ou qualquer outro grupo
isostérico;

W é C-RsouN;

R; ¢ um grupo (C,.Cj)aquila ou qualquer outro grupo
1sostérico tal como Cgs;

Rs, R4 e R, 1dénticos ou diferentes, sdo um hidrogénio ou um
grupo (C,.C;)aquila ou qualquer outro grupo isostérico tal como CFj;

Rs € uma (C,-Cs)acila, um aldeido, um (C;.Cj)alcool, ou um
(Cy-C5)éster; e,

Y = O’Cat+, um grupo (C,.C;) aquila, um grupo -A-R, em que
R € um grupo hidrocarboneto C;-Cs, linear, ramificado ou ciclico, aromatico
ou ndo, saturado ou insaturado, opcionalmente interrompido pelo menos por
um heteroatomo, em que dito grupo hidrocarboneto compreende uma alquila,

uma alquilenila, ou uma alquinila, preferivelmente uma alquila ou um
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alquileno, que pode ser substituido por um ou diversos substituintes
selecionados do grupo consistindo de: uma alquila, uma alquilenila, uma
alquinila, uma epoxialquila, uma arila, ufn heterociclo, um alcoxi, uma acila,
um alcool, um grupo carboxilico (-COOH), um éster, uma amina, um amino
grupo (-NH,), um amido (-CONH,), uma imina, uma nitrila, uma hidroxila (-
OH), um grupo aldeido (-CHO), um halogénio, uma halogenoalquila, um tiol
(-SH), uma tioalquila, uma sulfona, um sulféxido, e uma combinagdo deles.

Preferivelmente, A é O ou CH,. Mais Preferivelmente, A é O.
Mais Preferivelmente, R;, Ry e R¢ sdo hidrogénio. Preferivelmente, Rs é -
CH,-OH, -CHO, -CO-CHj; ou -CO-OCHjs. Mais Preferivelmente, Rs é -CH,-
OH. Preferivelmente, R; € CH; ou um seu grupo isostérico, tal como CH,F,
CF,H ou CF;. Preferivelmente, m € 1.

Em uma forma de realizagdo, o grupo Rs e o componente -
CR;3R4-A-[POOB],,-POQY de férmula (I) sdo na configuragdo Z (ou cis). Em
outra forma de realizagdo, o grupo Rs e o componente -CR;R,-A-[POOB],,-
POOY de férmula (I) sdo na configuragdo E (ou trans) com respeito a posi¢do
de dupla ligagdo. Tanto quanto € observado aqui (vide Exemplos) que o
ativador das células T y6 de férmula (I), em que o grupo Rs e o componente -
CR;3R4-A-[POOB],,-POOY estdo na configuragdo Z, tem significativamente
maior atividade na ativagdo das células T y8 do que na configuragio E, a
configuragéo Z é preferida.

Em um aspecto, dito ativador ¢ um composto selecionado do
grupo consistindo de:

Um composto de Formula (II):

. L L

Ce==C——C—A+—P—8
R5/

Y

R7 R4 O-Cat+ O-Cat+
- = m

m
em que Cat+, m, B, A, Rs, R3, Ry, R¢, R; e Y sdo definidos como na Férmula

@.
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Um composto de Férmula (III):

R3 O

em que Cat+, m, B, A, Rs, R3, R4, R; e Y sdo definidos como na Férmula (I).
Um composto de Formula (IV)

ROCHWWWT—T—A P —B P—Y
R4 O-Caﬁ

em que Cat’, m, B, A, W, Rs, R3, Ry, Rg, Ry, e Y sdo definidos como na
Foérmula (I).

Um composto de Férmula (V)'

S—W—C‘-'-—C—A
CH R4

em que Cat+, m, B, A, W, R;, R3, R4, Rg e Y sdo definidos como na Formula
(D.
Um composto de Férmula (VI):

/e | o ]
ERAERA

HOGH g W s o B P

Y

CH, R4 O-Cat+ O-Cat+
- “m

(VD)
em que Cat+, m, B, A, W, R;, Ry, R¢, e Y sdo definidos como na Férmula (I).

Um composto de Formula (VII):

- -

R3 RB|] O o
B W ‘_T""C— e P e B e P e Y
R7 R4 rlzg OCat+ | OCats
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em que Cat+, m, B, W, Rs, R3, Ry, Rg, R; e Y sdo definidos como na Formula
(D,Rg€¢HouF,eRgé HouF.
Um composto de Férmula (VIII):

R3 Q 0
| | I
R5—Wm9—T—§—-%P—8-—T——Y
R?7 R4 ~ OCatt | OCam

em que Cat+, m, B, W, Rs, R3, R4, Rg, R, € Y sdo definidos como na Férmula

(D).

Um composto de Férmula (IX):

R3 O 0

| 1
HOCH™— mc—c—o-—P—B-—T—Y
CH, R4 O-Cat+ O-Cat+

- “m

x)
em que Cat+, m, B, W, R3, Ry, R¢, € Y sdo definidos como na Férmula (I).

Um composto de Formula (X):

s e[ o | o
o 1
HOCH;———W==C ? r—ml 8 | Y
CH, R4 RO | OCat+ | O<Catr
- -m )

em que Catt+, m, B, W, R3, R4, R, € Y sdo definidos como na Formula (I), Rg
éHouF,eR¢géHouF.

Um composto de Férmula (XI):

HOCH?_*..W__T_T_?{ 0~ JO—- T _T—Y
CH, R4 O-Cat+ | O<Cat+
b =4 T

em que Cat+, m, B, W, R3, Ry, R ¢ Y sdo definidos como na Férmula (1).
Em uma forma de realizagdo preferida, o ativador das células

T v8 € um composto de Férmula (XII) ou (XII'):
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pirofosfato de (Z)-4-hidréxi-2-metilbut-2-enila pirofosfato (também referido
como HAngelilPP)

ﬁ cl;
HO '

pirofosfato de (E)-4-hidroxi-2-metilbut-2-enila pirofosfato (também referido
como HTiglilPP) |
Em outras formas de realizagcdo preferidas, o ativador das

células T yd € um composto de Férmula (XIII) ou (XIII'):

N E——-o—? P—0Cat?

O Cat* OCat* fp.411))

pirofosfonato de (Z)-5-hidréxi-3-metilpent-3-enila (também referido como C-

HAngelilPP)
s}
HO
\/\\\r¥l momll%mocar
OoCat* OtCat 9,411 9}

pirofosfonato de (E)-5-hidréxi-3-metilpent-3-enila (também referido como C-

HTiglilPP)

O

—

Em formas de realizagdo preferidas adicionais, o ativador de

células T v € um composto de Féormula (XIV) ou (XIV'):

[(/\H—?MOWQWOC#
+ XIV)

pirofosforamidato de (Z)-4-hidroxi-2-metilbut-2-enila (também referido como
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N-HAngelilPP)
Q
[

0
HO
\/ﬁ/\ﬁ—%!—-o—P—O‘Cat‘
Losr  Loar

pirofosforamidato de (E)-4-hidr6xi-2-metilbut-2-enila (também referido como
N-HTiglilPP)

Em outras formas de realizagdo, o ativador de células T yd é

V)

um composto de Féormula (XV):

OH

0
N A—-,ni!——o—P——o-—?—-—o

OTCat" OCat*® OCat

em que Cat+ e A sdo definidos como na Férmula (I); X é H e Z é CH;
(deoxirribonucleosideo é timidina) ou X é OH e Z é H (ribonucleosideo é
uridina). Em uma forma de realizagdo, o composto de Férmula (XVI) é na
configuragéo E (ou trans). Em uma forma de realiza¢do preferida, o composto
de Formula (X VI) ¢ na configuragdo Z (ou cis).

A presente invenc¢do também prové composi¢do farmacéutica
compreendendo um ativador de células T yd de acordo com qualquer uma das
formas de realizagdo aqui descritas. Em formas de realizagdo preferidas, o
cation Cat+ serd um cation farmaceuticamente aceitivel. SZo também
fornecidos métodos de modular, preferivelmente ativar, uma célula T ¥5, o
método compreendendo trazer uma célula T yd em contato com um composto
ativante de células T yd aqui descrito. Como sera apreciado, os compostos da
presente inven¢do podem ser usados para ativar as células T yd in vitro ou in
vivo. As células T v ativadas in vitro podem ser usadas em qualquer método

adequado em seguida a ativagdo, incluindo em terapia ou prevencdo de
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doenga. Em um exemplo preferido, as células T yd ativadas sdo administradas
a um mamifero, preferivelmente um humano. Em um aspecto preferido, a
inven¢do abrange um meétodo de tratamento, compreendendo (a) trazer uma
célula T yd em contato com um composto ativante de célula T yd aqui descrito
e (b) administrar as células T yd da etapa (a) a um individuo. Os métodos para
preparar as células T Y8 para tais aplicagdes sdo conhecidos na arte, por
exemplo, podem ser realizados como descrito em US2005196385 e
WO003070921, ambos de Romagne e Laplace, cujas descri¢bes sdo
incorporadas aqui por referéncia.

Sdo também fornecidos métodos de modular, preferivelmente
ativar, uma célula T yd, compreendendo administrar a um individuo um
ativador de célula T yd aqui descrito. Em formas de realizagdo preferidas, os
invengdo fornece um método para tratar ou evitar uma doenga,
compreendendo administrar a um individuo um ativador de células T Y8 aqui
descrito em uma quantidade suficiente para melhorar ou evitar dita doenca. E
também provido o uso de um ativador de células T y3 da invengdo, para a
manufatura de uma composi¢do farmacéutica para regular as células T Y8 em
um individuo humano, preferivelmente desse modo tratando uma doenga.
Preferivelmente, dita doenca ¢ um tumor ou distirbio proliferativo, uma
doenga infecciosa, uma doenga autoimune ou uma doenga alérgica.

Formas de realizag¢do adicionais e detalhes si3o ainda
fornecidos aqui.

DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 € um esquema sintético para a preparagdo do
composto HTiglilPP, como realizada no Exemplo 1.

A Figura 2 € um esquema sintético para a prepara¢do dos
compostos H-AngelilPP e C-HAngelilPP, como realizada nos Exemplos 2 e 3.

A Figura 3 mostra uma curva de resposta de dose in vitro e os

valores EC50 para os compostos da presente invengdo H-AngelilPP e
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HTiglilIPP e compostos de referéncia (R5S)-BrHPP e (E)-HDMAPP.
DESCRICAO DOS DESENHOS

Definicoes

Dentro do contexto da presente invengdo, a expressio “regular
a atividade das células T yd” designa causar ou favorecer um aumento no
nimero e/ou atividade biolégica de tais células em um individuo. Regular
assim inclui, sem limitacdo, modular (p. ex., estimular) a expansdo de tais
células em um individuo e/ou, por exemplo, o acionamento da secregdo da
citocina (p. ex., TINFa ou IFNy). Como indicado, as células T Y normalmente
representam entre cerca de 1 — 10% dos linfocitos circulantes totais em um
individuo humano adulto saudavel. A presente invengdo pode ser usada para
significativamente aumentar a populagdo das células T Y6 em um individuo,
particularmente para alcangar pelo menos 10%, 12%, 15%, 20%, ou 30-90%
dos linfocitos totais circulantes, tipicamente 40 — 90%, mais preferivelmente
de 50 — 90%. Em formas de realizagdo tipicas, a invengdo permite a expansio
seletiva das células T y0 em um individuo, para alcangar 60 — 90% dos
linfocitos circulantes totais, preferivelmente 70 — 90%, mais preferivelmente
de 80 — 90%. Regular também inclui, em adi¢do ou em alternativa, modular a
atividade bioldgica das células T yd em um individuo, particularmente sua
atividade citolitica ou sua atividade de secre¢do de citocina. A inveng¢do
define novas condigdes e estratégias para aumentar a atividade biologica das
células T Y0 em relagdo as células alvo.

Onde “compreendendo” for wusado, este pode ser
preferivelmente substituido por “consistindo essencialmente de”, mais
preferivelmente por “consistindo de”.

Onde os termos numéricos aqui antes e a seguir forem usados,
eles destinam-se a incluir os nimeros representando os limites superior e
inferior. Por exemplo, “entre 1 e 3” representa uma faixa “de e incluindo 1 até

e incluindo 3” e “na faixa de 1 a 3” representaria “de e incluindo 1 até e
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incluindo 3”. O mesmo € verdadeiro onde, em vez de numeros (p. ex., 3),
palavras indicando nimeros forem usadas (p. ex., “trés”™).

Onde “cerca de” for usado com relagdo a um numero, este
preferivelmente significa o numero = 15%, mais preferivelmente o nimero
mais 5%, muitissimo preferivelmente o proprio nimero sem “cerca de”. Por
exemplo, “cerca de 100” representaria “de e incluindo 85 a e incluindo 115”.
Onde “cerca de” for usado com relagdo a faixas numéricas, por exemplo,
“cerca de 1 a cerca de 3” ou “entre cerca de 1 e cerca de trés”,
preferivelmente a defini¢gdo de “cerca de” dada para um nuimero da ultima
frase € aplicada a cada nimero definindo o inicio € o fim de uma faixa
separadamente. Preferivelmente, onde “cerca de” for usado com relagdo a
quaisquer valores numéricos, “cerca de” pode ser eliminado.

“Semanalmente” representa “cerca de uma vez por semana”
(significando que mais do que um tratamento € feito com um intervalo de
cerca de uma semana entre tratamentos), cerca de aqui preferivelmente
significando * 1 dias (isto é, traduzindo em “cada 6 a 8 dias™); muitissimo
preferivelmente, “semanalmente” representa “uma vez a cada 7 dias”.

Como aqui usado, o termo “EC50”, com respeito a regular a
atividade das células T yJ, refere-se a concentragfo eficiente das composigdes
do assunto, que produzem 50% de sua maxima resposta ou efeito com
respeito a tal atividade de células T .

O termo “isolado” refere-se a um composto ou produto que
representa pelo menos 30%, mais preferivelmente pelo menos 50%, 60% ou
70% e, muitissimo preferivelmente, pelo menos 80%, 90%, 95% ou 98% do
composto presente na mistura.

Fosfoantigeno ou composicdo de fosfoantigeno purificado
refere-se a fosfoantigeno substancialmente puro, fosfoantigeno ou um seu sal
essencialmente puro, ou a fosfoantigeno ou um seu sal que é substancialmente

livre, essencialmente livre ou livre de outro composto.
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Fosfoantigeno ou composicdo de fosfoantigeno “parcialmente
purificada” refere-se a fosfoantigeno ou um seu sal que é menos do que 90% puro.
Nova classe de ativados de linfocito T yS: angelil e tiglil fosfoésteres

A nova classe de compostos descrita pelos presentes
inventores compreende angelil e tiglil fosfoéteres. Os inventores descobriram
que os compostos desta classe apresentam significativa poténcia em relagdo a
outros compostos na modulagdo da atividade das células T y5. O
reconhecimento dos compostos de angelil fosfoéster por seu alvo bioldgico
pode envolver um processamento enzimatico do composto. Este
processamento pensa-se basear-se em uma reacdo de ciclizagdo
intramolecular concertada com a hidrélise do componente fosfato instavel (ou
liberagdo de energia). Os compostos de angelil fosfoéster do isémero Z sio
preditos favorecerem a ciclizagdo intramolecular, em compara¢do com o
isomero E do tiglil fosfoéster. Os compostos da classe de angelil fosfoéster
podem ter aumentada poténcia (p. ex., menos composto necessario, menos
probabilidade de toxicidade), ou estas composi¢des podem fornecer distintas
propriedades farmacologicas, por exemplo, afinidade de ligacdo alvo,
propriedades ADME (absorcdo, distribuigdo, metabolismo e excre¢do) em
relagdo aos ativadores anteriormente conhecidos das células T y3. Em outras
formas de realizagdo preferidas, sdo providos compostos especificos da
invengdo que podem ter diferentes propriedades e podem ser usados
dependendo da aplicagdo procurada. Por exemplo, os compostos podem
diferir quanto a estabilidade in vivo, resultando, por exemplo, em diferentes
meias-vidas de circulag@o ou diferente ativagdo maxima das células T yd.

A nova classe de ativadores de linfocito T vy, de acordo com a

presente invengdo, compreende os compostos de Formula (I):

ey

Rs ) o
e
Rg—W=—==C T A Il’—B-wli‘v‘——-Y
R, Ry | ocar | ocar

o
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em que Catt+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cation(s)
orgéanico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);

m € um inteiro de 1 a 3;

B € O, NH, ou qualquer outro grupo capaz de ser hidrolisado;

A ¢ O, NH, CHF, CF, ou CH,, ou qualquer outro grupo
isostérico;

Wé C-RsouN;

R; ¢ um grupo (C;-Cs)aquila ou qualquer outro grupo
isostérico tal como CFj;

R3, R4, € R, 1dénticos ou diferentes, sdo um hidrogénio ou um
grupo (C;-Cs)aquila ou qualquer outro grupo isostérico tal como CFj3;

Rs € uma (C,-Cs)acila, um aldeido, um (C;.Cs)alcool, ou um
(Cy-Cs)éster; e,

Y = OCat+, um grupo C1-C; alquila, um grupo -A-R, em que
R € um grupo hidrocarboneto C,-Cs, linear, ramificado ou ciclico, aromético
ou ndo, saturado ou insaturado, opcionalmente interrompido pelo menos por
um heterodtomo, em que dito grupo hidrocarboneto compreende uma alquila,
uma alquilenila ou uma alquinila, preferivelmente uma aquila ou um
alquileno, que pode ser substituido por um ou diversos substituintes
selecionados do grupo consistindo de: uma alquila, uma alquilenila, uma
alquinila, um epoxialquila, uma arila, um heterociclo, uma alcéxi, uma acila,
um alcool, um grupo carboxilico (-COOH), um éster, uma amina, um amino
grupo (-NH;), um amido (-CONH,), uma imina, uma nitrila, uma hidroxila (-
OH), um grupo aldeido (-CHO), um halogénio, uma halogenoalquila, um tiol
(-SH), uma tioalquila, uma sulfona, um sulféxido, e uma combinagio deles.

Um ‘"grupo isostérico” refere-se a elementos, grupos
funcionais, substituintes, moléculas ou ions tendo diferentes férmulas
moleculares, mas exibindo propriedades fisicas similares ou idénticas. Por

exemplo, CF3 € um grupo isostérico of CHj;. Tipicamente, dois grupos
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isostéricos tém volumes e formatos similares ou idénticos.

Em um forma de realizago particular, Y pode ser um radical
selecionado do grupo consistindo de um nucleosideo, um nucleotideo, um
oligonucleotideo, um 4&cido nucléico, um amino &acido, a peptideo, uma
proteina, um monossacarideo, um oligossacarideo, um polissacarideo, um
acido graxo, um lipidio simples, um lipideo complexo, um acido félico, um
acido tetraidrofolico, um &cido fosforico, um inositol, uma vitamina, uma
coenzima, um flavonéide, um aldeido, um epoxido e uma haloidrina.

Em uma forma de realizagdo, o grupo Rs e o componente -
CR;3Rt-A-[POOB],-POOY de Férmula (I) sdo na configuragdo Z (ou cis). Em
outra forma de realizagdo, o grupo Rs e o componente -CR;R4-A-[POOBI]n,-
POOY de Férmula (I) sdo na configuragdo E (ou trans). Tanto quanto €
observado aqui (vide Exemplos) aquele ativador de células T yd de formula
(I), em que o grupo Rs e o componente -CR;R4-A-[POOB],,-POOY sdo na
configuragdo Z, tem atividade signiﬁcaﬁvamente maior na ativa¢do das
células T y0 do que do que na configuragdo E, a configuragdo Z sendo
preferida.

Em um forma de realizagdo particular, os substituintes como
definidos acima sd@o substituidos por pelo menos um dos substituintes
especificados acima.

Preferivelmente, os substituintes sdo selecionados do grupo
consistindo de: uma (C;-Ce)alquila, uma (C,- Cg)alquilenila, uma (C,-
Ce)alquinila, uma (C,-C¢)epoxialquila, uma arila, um heterociclo, um (C1-C)
alcoxi, uma (C,-Cg)acila, um (C;-Cg) alcool, um grupo carboxilico (-COOH),
um (C,-Cg)éster, uma (C;-Cg)amina, um amino grupo (-NH,), um amido (-
CONH,), uma (C;-C¢)imina, uma nitrila, uma hidroxila (-OH), um grupo
aldeido (-CHO), um halogénio, uma (C;-Ce)halogenoalquila, um tiol (-SH),
uma (C,.Ce)tioalquila, um (C1-Cg)sulfona, um (C,;.C¢)sulfoxido, ¢ uma

combinagio deles.
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Mais Preferivelmente, os substituintes sdo selecionados do
grupo consistindo de: uma (C;-Cg)alquila, uma (C,-Cs)epoxialquila, uma (C,-
Ce)alquilenila, um (C,;-Cg)alcéxi, uma (C,-Ce)acila, uma (C,;C¢)alcool, um
(Cy-Ce)éster, uma (C;-Cg) amina, uma (C,.C¢)imina, uma hidroxila, um grupo
aldeido, um halogénio, uma (C,- Cg)halogenoalquila, e uma combinagio
deles.

Ainda mais preferivelmente, os substituintes sdo selecionados
do grupo consistindo de: uma (C;-Cg)epoxialquila, um (C;-Cs)alcdxi, uma
(Cy-Cs)acila, um (C;-Cs)élcool, um (C,-Cs)éster, uma (C;-C;)amina, uma (C;-
C;)imina, uma hidroxila, um halogénio, uma (C;-C3)halogenoalquila, € uma
combinagdo deles.

Preferivelmente, dito grupo hidrocarboneto é um grupo (Cs-
Css)hidrocarboneto, mais preferivelmente um grupo (Cs-C;g) hidrocarboneto.

No contexto da presente invenc¢do, o termo "alquila” mais
especificamente significa um grupo tal como metila, etila, propila, isopropila,
butila, isobutila, pentila, hexila, heptila, octila, nonila, decila, undecila,
dodecila, tridecila, tetradecila, pentadecila, hexadecila, heptadecila,
octadecila, nonadecila, eicosila, heneicosila, docosila e suas outras formas
isoméricas. (C;-Cg)aquila mais especificamente significa metila, etila, propila,
isopropila, butila, isobutila, terc-butila, pentila, hexila e suas outras formas
isoméricas. (C;-C;)aquila mais especificamente significa metila, etila, propila,
ou isopropila.

O termo "alquenila” refere-se a um grupo alquila definido aqui
antes, tendo pelo menos uma ligagdo etileno insaturada e o termo "alquinila”
refere-se a um grupo alquila definido acima, tendo pelo menos uma liga¢do
acetileno insaturada. (C,-Cg)alquileno inclui etenila, propenila (1-propenila ou
2-propenila), 1- ou 2-metilpropenila, uma butenila (1-butenila, 2-butenila, ou
3-butenila), uma metilbutenila, uma 2-etilpropenila, uma pentenila (1-

pentenila, 2-pentenila, 3-pentenila, 4-pentenila), uma hexenila (1-hexenila, 2-
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hexenila, 3-hexenila, 4-hexenila, 5-hexenila), e suas outras formas isoméricas.
(C,-Ce)alquinila inclui etinila, 1-propinila, 2-propinila, 1-butinila, 2-butinila,
3-butinila, 1-pentinila, 2-pentinila, 3-pentinila, 4-pentinila, 1-hexinila, 2-
hexinila, 3-hexinila, 4-hexinila, ou 5-hexinila e suas outras formas isoméricas.

O termo "epoxialquila” refere-se um grupo alquila definido
aqui antes tendo um grupo epéxido. Mais particularmente, (C,-C¢)epoxiaquila
inclui epoxietila, epoxipropila, epoxibutila, epoxipentila, epoxiexila e suas
outras formas isoméricas. (C,-Cs)epoxiaquila inclui epoxietila e epoxipropila.

Os grupos "arila” s@o hidrocarbonetos aromaticos mono-, bi-
ou triciclicos, tendo de 6 a 18 atomos de carbono. Exemplos incluem um
grupo fenila, a-naftila, B-naftila ou antracenila, em particular.

Grupos "heterociclo" s3o grupos contendo 5 a 18 anéis
compreendendo um ou mais heteroatomos, preferivelmente 1 a 5
heteroatomos endociclicos. Eles podem ser mono, bi ou triciclicos. Eles
podem ser arométicos ou ndo. Preferivelmente e mais especificamente para
Rs, eles sdo heterociclos aromaticos. Exemplos de heterociclos aromaticos
incluem grupos heterpiridina, piridazina, pirimidina, pirazina, furano, tiofeno,
pirrol, oxazol, tiazol, isotiazol, imidazol, pirazol, oxadiazol, triazol, tiadiazol e
triazina. Exemplos de biciclos incluem, em particular, grupos quinolina,
isoquinolina e quinazolina (para dois anéis de 6-membros) e indol,
benzimidazol, benzoxazol, benzotiazol e indazol (para um anel de 6 membros
e um anel de 5 membros). Heterociclos ndo-aromaticos compreendem, em
particular, piperazina, piperidina, etc.

Os grupos “alcéxi” correspondem aos grupos alquila definidos
aqui antes, ligados a molécula por uma liga¢do —O- (éter). (C,-Cg)alcoxi inclui
metoxi, etoxi, propildxi, butildxi, pentiloxi, hexiloxi e suas outras formas
isoméricas. (C;-C;)alcoxi inclui metoxi, etoxi, propiloxi, e isopropiloxi.

Os grupos “alcila” correspondem aos grupos alquila definidos

aqui antes, ligados a molécula por um grupo CO-(carbonila). (C,-Cg)acila
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inclui cetila, propilacila, butilacila, pentilacila, hexilacila e suas outras formas
isoméricas. (C,-Cs)acila inclui cetila, propilacila e isopropilacila.

Os grupos “édlcool” correspondem aos grupos alquila definidos
acima, contendo pelo menos um grupo hidroxila. O alcool pode ser primario,
secundario ou terciario. (C;-Cg)alcool inclui metanol, etanol, propanol,
butanol, pentanol, hexanol e suas outras formas isoméricas. (C,.C;)alcool
inclui metanol, etanol, propanol e isopropanol.

Os grupos “éster” correspondem aos grupos alquila definidos
aqui antes, ligados a molécula por uma ligagdo COO- (éster). (C,-Cq) éster
inclui metiléster, etiléster, propiléster, butiléster, pentiléster e suas outras
formas isomeéricas. (C,-Cs;)éster inclui metiléster e etiléster.

Grupos “amina” correspondem aos grupos alquila definidos
acima, ligados & molécula por uma ligagdo —N-(amina). (C;.Cg)amina inclui
metilamina, etilamina, propilamina, butilamina, pentilamina, hexilamina e
suas outras formas isoméricas. (C;-C;)amina inclui metilamina, etilamina, e
propilamina.

Grupos "imina" correspondem aos grupos alquila definidos
aqui antes, tendo uma ligacdo (-C=N-). (C;-Ce)imina inclui metilimina,
etilimina, propilimina, butilimina, pentilimina, hexilimina e suas outras
formas isoméricas. (C;-Cs)imina inclui metilimina, etilimina, e propilimina.

O halogénio pode ser Cl, Br, I, ou F, mais preferivelmente Br
ouF.

Grupos "halogenoalquila” correspondem aos grupos alquila
definidos aqui antes, tendo pelo menos um halogénio. Os grupos podem ser
monoalogenados ou polialogenados, contendo os mesmos ou diferentes
atomos de halogénio. Por exemplo, o grupo pode ser uma trifluoroalquila
(CF;-R). (C;-Ce)halogenoalquila inclui halogenometila, halogenoetila,
halogenopropila, halogenobutila, halogenopentila, halogenoexila e suas outras

formas  isoméricas.  (C,-Cs)halogenoaquila  inclui  halogenometila,
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halogenoetila, e halogenopropila.

Grupos "tioalquila” correspondem aos grupos alquila definidos
aqui antes, ligados a molécula por uma ligagdo -S- (tioéter). (C,-Ce)tioaquila
inclui tiometila, tioetila, tiopropila, tiobutila, tiopentila, tioexila e suas outras
formas isoméricas. (C;-Cs)tioaquila inclui tiometila, tioetila, e tiopropila.

Grupos "sulfona" correspondem aos grupos alquila definidos
aqui antes, ligados & molécula por uma ligagdo -SOO- (sulfona). (C;-
Ce)sulfona inclui metilsulfona, etilsulfona, propilsulfona, butilsulfona,
pentilsulfona, hexilsulfona e suas outras formas isoméricas. (C;-C;)sulfona
inclui metilsulfona, etilsulfona e propilsulfona.

Grupos "Sulféxido" correspondem aos grupos alquila
definidos aqui antes, ligados a molécula por uma ligagdo grupo -SO-
(sulféxido).  (C,.Cg)sulféxido  inclui  metilsulfoxido,  etilsulféxido,
propilsulféxido, butilsulféxido, pentilsulfoxido, hexilsulféxido e suas outras
formas isoméricas. (C;-Cs)sulfoxido inclui metilsulfoxido, etilsulféxido,
propiisulféxido e isopropilsulféxido.

"Heteroatomo" indica N, S, ou O.

"Nucleosideo” inclui denosina, timina, uridina, citidina e
guanosina.

Em um forma de realizagéo particular, o grupo hidrocarboneto
¢ uma cicloalquilenila tal como um ciclopentadieno ou uma fenila, ou um
heterociclo tal como um furano, um pirrol, um tiofeno, um tiazol, um
imidazol, um triazol, uma piridina, uma pirimidina, um pirano, ou uma
pirazina. Preferivelmente, a cicloalquilenila ou o heterociclo € selecionado do
grupo consistindo de um ciclopentadieno, um pirrol ou um imidazol. Em uma
forma de realizagdo preferida, a cicloalquilenila ou o heterociclo € substituido
por um alcool. Preferivelmente, dito alcool € um (C;-Cs)alcool.

Em uma outra forma de realiza¢do, o grupo hidrocarboneto é

uma alquilenila com uma ou diversas duplas ligagdes. Preferivelmente, o
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grupo alquilenila tem uma dupla ligagdo. Preferivelmente, o grupo alquilenila
¢ um grupo (C;-Cjp)alquilenila, mais preferivelmente um grupo (C,-
C,)alquilenila. Preferivelmente, dito grupo alquilenila é substituido por pelo
menos um grupo funcional. Mais preferivelmente, o grupo funcional é
selecionado do grupo consistindo de um hidréxi, um (C;-Cs)alcoxi, um
aldeido, uma (C,-Cj)acila ou um (C,-Cs)éster. Em uma forma de realizagdo
mais preferida, o grupo hidrocarboneto ¢ butenila substituida por um grupo —
CH,OH. Opcionalmente, dito grupo alquenila pode ser a isoforma trans (E)
ou cis (Z), mais preferivelmente uma isoforma trans (Z). Em um exemplo, o
grupo alquilenila € (E ou Z)-4-hidroxi-2-metilbut-2-enila. Em uma forma de
realizagdo particular, o composto € pirofosfonato de (E ou Z) 5-hidroxi-3-
metilpent-3-enila ou pirofosforamidato de (E ou Z) 4-hidréxi-2-metil-but-2-
enila.

Em uma forma de realizagdo adicional, o grupo hidrocarboneto
€ um grupo alquila substituido por uma acila. Mais preferivelmente, o grupo
hidrocarboneto é um grupo (C4-Cy)alquila substituido por uma (C;-C;)acila.

Em uma outra forma de realizagdo preferida particular, R é

selecionado do grupo consistindo de:

1)
OH

- (Cﬁz)n—‘l:—' R,
R,
em que n € um inteiro de 2 a 20, R; € um grupo (C;-Cs) alquila, e R, é uma
(C;-Cs) alquila halogenada, uma (C,;-Cj)alcoxi-(Cy-Cs)alquila, uma (C;-
Cs)acila halogenada ou uma (C;-Cj)alcoxi-(C,-Cs)acila. Preferivelmente, R, é
um grupo metila ou etila, e R, ¢ uma metila halogenada (-CH,-X, X sendo um
halogénio), uma (C,-C;)acetila halogenada ou (C;-C;)alcdxi-acetila. A metila
ou acetila halogenada pode ser mono, di ou tri-halogenada. Preferivelmente, n

¢ um inteiro de 2 a 10, ou de 2 a 5. Em uma forma de realizagdo mais
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preferida, n é 2. Em uma forma de realizag@o muitissimo preferida, n é 2, R, é
uma metila e R, é uma metila halogenada, mais preferivelmente uma metila
mono-halogenada, ainda mais preferivelmente uma bromometila ou
iodometila. Em uma forma de realizag¢do particularmente preferida, n € 2, R, é
uma metila, R, € uma bromometila. Em uma forma de realizagdo muitissimo
preferida, R € 3-(bromometil)-3-butanol-1-ila.
2)
——CH,

— (CHy), R;

em que n € um inteiro do 2 a 20, e R; é um grupo metila ou etila.

Preferivelmente, n é um inteiro do 2 a 10, ou de 2 a 5. Em uma mais preferida

forma de realizagdo, n é 2 e R; é uma metila.

3)
R3
T
T pe
R4

em que R;, Ry, e Rg, idénticos ou diferentes, sdo hidrogénio ouum (C;-
C;)alquila ou qualquer outro grupo isostérico, W’ é CH ou N, e R5 € uma (C,-
Cj)acila, um aldeido, uma (C;-Cs)alcool, ou um (C,- C;)éster. Mais
preferivelmente, R¢ € uma metila e R3 e Ry sdo hidrogénio. Preferivelmente,
Rs é -CH,-OH, -CHO, -CO-CH; ou -CO-OCHj. Mais preferivelmente, R ¢ -
CH,-OH. mais preferivelmente, W é CH. Opcionalmente, a dupla ligagdo
entre W e C é em conformagdo trans (E) ou cis (Z). Mais preferivelmente, a
dupla ligacdo entre W e C € em conformacdo trans (E).

O grupo Y pode permitir o projeto de um promedicamento.
Portanto, Y € grupo enzimoinstavel, que pode ser clivado em regides
particulares. O grupo Y pode também ser grupo de alvejamento. Em uma
forma de realizag@o preferida, Y é OCat+, um grupo —A-R ou um radical
selecionado do grupo consistindo de um nucleosideo, um monossacarideo, um

epoxido e uma haloidrina. Preferivelmente, Y é um grupo enzimoinstavel.
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Preferivelmente, Y ¢ OCat+, um grupo —A-R, ou um nucleosideo. Em uma
primeira forma de realizagdo preferida, Y € O'Cat+. Em uma segunda forma
de realizagdo preferida, Y € um nucleosideo.

Em uma forma de realizagfio preferida, Cat’ é H', Na*, NH,",
K*, Li", (CH;CH,);NH’, lisina ou qualquer outro cation aceitavel
farmaceuticamente adequado.

Em uma forma de realizacdo preferida, A é O, NH, CHF, CF,
ou CH,. Preferivelmente, A é O, NH ou CH,. Mais preferivelmente, A é O, ou
CH,. Ainda mais preferivelmente, A € O.

Em uma forma de realizagdo preferida, B ¢ O ou NH. Mais
preferivelmente, B é O.

Em uma forma de realizagdo preferida, m é 1 ou 2. Mais
preferivelmente, m € 1.

Em uma forma de realizagdo preferida, R;, R¢ e R4 sdo
hidrogénio.

Em uma forma de realizagdo preferida, Rs é -CH,-OH, -CHO,
-CO-CH; ou -CO-OCHj;. Mais preferivelmente, Rs € -CH,-OH.

Em uma forma de realizagdo preferida, R; ¢ CH; ou um seu
grupo isostérico, tal como CH,F, CF,H ou CF;. Mais preferivelmente, R; €
CHs. .

Em um outro aspecto, dito ativador é um composto
selecionado do grupo consisﬁndo de:

* Um composto de Formula (II):

N [ I I
L TR T

em que Cat+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) um cation(s)

organico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);
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m € um inteirode 1 a 3;

B € O, NH, ou qualquer outro grupo capaz de ser hidrolisado;

A ¢ O, NH, CHF, CF, ou CH,, ou qualquer outro grupo
isostérico;

R; € um grupo (C;-Cs)alquila ou qualquer outro grupo
isostérico tal como CFj3;

R3, Ry, € Rg, 1dénticos ou diferentes, sdo um hidrogénio ou um
grupo (C;-Cs)alquila ou qualquer outro grupo isostérico tal como CFj;

Rs € uma (C,-C;)acila, um aldeido, um (C;-C;)alcool, ou um
(Cy-C5)éster; e

Y ¢é definido como na Formula (I).

Preferivelmente, A é O ou CH,. Mais preferivelmente, A é O.
Mais preferivelmente, R;, R € Ry sdo hidrogénio. Preferivelmente, R; é CH;
ou um seu grupo isostérico. Mais preferivelmente, R, é CH;. Preferivelmente,
Rs ¢ -CH,-OH, -CHO, -CO-CHj; ou -CO-OCHj3. Mais preferivelmente, Rs é -
CH,-OH. Preferivelmente, Y ¢é O°Cat+. Preferivelmente, m ¢ 1.
Preferivelmente, B ¢ 0. Em uma forma de realizagdo, o grupo Rs e o
componente -CR3R4-A-[POOB],,-POOY de Férmula (II) sdo na configuragio
E (ou trans). Em uma forma de realizacdo preferida, o grupo Rs e o
componente -CR3R4-A-[POOB],-POOY de Férmula (II) sdo na configuragio
Z (ou cis).

* Um composto de Férmula (III):

R3 o T o

l I I
Rs—umc—c——A-—-—T—-—-smwva
R7 R4 OCatt | O-Cats

- < m

{m
em que Cat+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cétion(s)
orgénico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);

m € um inteiro do 1 uma 3;
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B ¢ O, NH, ou qualquer outro grupo capaz do ser hidrolisado;

A ¢ O, NH, CHF; CF, ou CH,, ou qualquer outro grupo
isostérico tal como CFj3;

R; ¢ um grupo (C;-Cj)alquila ou qualquer outro grupo
1sostérico tal como CFj3;

R3, e Ry, idénticos ou diferentes, sdo um hidrogénio ou um
grupo (C;.Cj)alquila ou qualquer outro grupo isostérico tal como CFj;

Rs € uma (C,-Cj)acila, um aldeido, um (C;-Cs)alcool, ou um
(Cy-C5)éster; e

Y ¢ definido como na Férmula (1).

Preferivelmente, A é O ou CH,. Mais preferivelmente, A é O.
Mais preferivelmente, R; e R4 sdo hidrogénio. Preferivelmente, Rs é -CH,-
OH;s -CHO, -CO-CH; ou -CO-OCHj;. Mais preferivelmente, Rs é -CH,-OH.
Preferivelmente, Y é O Cat+. Preferivelmente, m é 1. Preferivelmente, B é O.
Preferivelmente, R; ¢ CH3 ou um seu grupo isostérico, tal como CH,F, CF,H
ou CF;. Mais preferivelmente, R; é CH;. Em uma forma de realizagdo, o
grupo Rs e o componente -CR3R4-A-[POOB],-POOY de Férmula (m) s3o na
configurag¢@o E (ou trans). Em uma forma de realizagdo preferida, o grupo Rs
e o componente -CR3Rt-A-[POOB],-POOY de Férmula (III) sdo na
configuragdo Z (ou cis).

* Um composto de Férmula (IV):

e [ o ]
| | |
HOCH;——W===G- T A-—T-ma*—up—v
I'!!? R4 i O-Catr O-Cat+
<4 m

av)
em que Catt representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cation(s)
orgénico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);
m é um inteiro de 1 a 3,

B ¢ O, NH, ou qualquer outro grupo capaz de ser hidrolisado,
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A é O, NH, CHF, CF, ou CH,, e

W é C-RgouN;

R; é um grupo (C;.Cj)alquila ou qualquer outro grupo
1sostérico tal como CF;3,

R3, Ry, € Rg, idénticos ou diferentes, sdo um hidrogénio ou um
grupo (C;-Cs)alquila ou qualquer outro grupo isostérico, e

Y ¢ definido como na Férmula (I).

Preferivelmente, A é O ou CH,. Mais preferivelmente, A é O.
Mais preferivelmente, Rj, R e R4 sdo hidrogénio. Preferivelmente, R; é CH;3
ou um seu grupo isostérico. Mais preferivelmente, R; ¢ CH;. Preferivelmente,
Y € O Cat+. Preferivelmente, m é 1. Preferivelmente, B € O. Em uma forma
de realizagéo, o grupo -CH,-OH e o componente -CR3R4-A-[POOB],-POOY
de Férmula (IV) sdo na configuragdo E (ou trans). Em uma forma de
realizagdo preferida, o grupo -CH,-OH e o componente -CR3R4-A-[POOB],,-
POOY de Formula (IV) sdo na configuragdo Z (ou cis).

* Um composto de Formula (V):

Tolr
R e Y e G G e e P e B oo By
CH, R4 O-Cat+ | OCat+

em que Cat+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cation(s)
orgéanico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);

m é um inteiro de 1 a 3, 7

B ¢ O, NH, ou qualquer outro grupo capaz de ser hidrolisado,

A ¢ O, NH, CHF, CF; ou CH,,

W é C-RgouN;

Rs, Ry, € Ry, idénticos ou diferentes, sdo hidrogénio ou grupo
(C1-Cs)alquila ou um grupo isostérico,

Rs € uma (C,-Cj)acila, um aldeido, um (C1-Cs)alcool, ou um
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(C,-Cs)éster, e

Y ¢ definido como na Férmula ().

Preferivelmente, A ¢ O ou CH,. Mais preferivelmente, A é O.
Mais preferivelmente, R3, R e R4 séo hidrogénio. Preferivelmente, Rs é -CH,-
OH, -CHO, -CO-CHj3 ou -CO-OCHj3. Mais preferivelmente, Rs ¢ -CH,-OH.
Preferivelmente, Y é O'Cat+. Preferivelmente, m é 1. Preferivelmente, B é O.
Em uma forma de realizag8o, o composto de Foérmula (V) é na configura¢do E
(ou trans). Em uma forma de realizagdo preferida, o composto de Formula (V)
¢ na configuragdo Z (ou cis).

* Um composto de Férmula (VI):

Tz 0 0
ROCHz—WmCI:——C—A-—!’-—-B-—u——Y
CH, IL4 | (lmau (!)-Cabi-

em que Catt+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cation(s)
organico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);

m € um inteirode 1 a 3,

B ¢ O, NH, ou qualquer outro grupo capaz de ser hidrolisado,

A € O, NH, CHF, CF, ou CH,; e

W é C-RgouN;

Rs, Ry, e Ry, idénticos ou diferentes, sdo hidrogénio ou grupo
(C;-Cs)alquila ou um grupo isostérico, |

Y ¢ definido como na Férmula ().

Preferivelmente, A € O ou CH,. Mais preferivelmente, A é O.
Mais preferivelmente, R;, R¢ € Ry sdo hidrogénio. Preferivelmente, Y é O
Cat+. Preferivelmente, m é 1. Preferivelmente, B ¢ O. Em uma forma de
realiza¢d3o, o composto de Férmula (VI) € na configuragdo E (ou trans). Em
uma forma de realizagdo preferida, o composto de Férmula (VI) é na

configurag¢do Z (ou cis).
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* Um composto de Férmula (VII):

TS TB i:b
RE e\ . C g F 8- —TI‘ Y
R7 R4 R® O-Cat+ O-Cat+
- ~m .
(Vi

em que Catt+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cation(s)
orgénico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);

m é um inteirode 1 a 3,

B € O, NH, ou qualquer outro grupo capaz de ser hidrolisado,

W é C-R¢ou N;

R7 € um grupo (C;-Cs)alquila ou um grupo isostérico tal como
CF3,

R3, Ry, € Ry, 1dénticos ou diferentes, sd0 um hidrogénio ou um
(ci.Cs)grupo alquila ou um grupo isostérico tal como CF;,

RgéHouF,

RoyéHouF,

Y € definido como na Formula (1), e

Rs € uma (C,-Cj)acila, um aldeido, um (C;-C;)alcool, ou um
(C,-Cs)éster.

Preferivelmente, Rj, Rg e Ry sdo hidrogénio. Preferivelmente,
Rs ¢ -CH,-OH, -CHO, -CO-CHj; ou -CO- OCHj, mais preferivelmente -CH,-
OH. Preferivelmente, R; ¢ CH; ou um seu grupo isostérico, mais
preferivelmente CHj. Preferivelmente, Y ¢ O'Cat+. Preferivelmente, m é 1.
Preferivelmente, B ¢ O. Preferivelmente, Rg e Ry sdo hidrogénio. Em uma
forma de realizagéo, o grupo Rs e o componente -CR3R4-A-[POOB],,-POOY
de Formula (VII) sdo na configuragdo E (ou trans). Em uma forma de
realizag@o preferida, o grupo Rs e o componente -CR3R4-A-[POOB]m-POOY
de Formula (VII) sdo na configuragdo Z (ou cis).

* Um composto de Formula (VIII):
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R3 Q 0
RE—— W= G——C—N——P—B{—P—Y

R7 R4

(vim)

em que Cat+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cation(s)
orgdnico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);

m é um inteirode 1 a 3,

B ¢ O, NH, ou qualquer outro grupo capaz de ser hidrolisado,

R7 € um grupo (C;-Cs)alquila ou um grupo isostérico tal como
CF;,

Rs, Ry, € Rg, 1dénticos ou diferentes, sdo um hidrogénio ou um
grupo (C;-Cs)alquila ou um grupo isostérico tal como CF3,

Y € definido como na Formula (I), e

Rs € uma (C,-Cj)acila, um aldeido, um (C;-C;s)alcool, ou um
(Cy-C;5)éster.

Preferivelmente, R3, R € Ry sdo hidrogénio. Preferivelmente,
Rs € -CH,-OH, -CHO, -CO-CHj ou -CO- OCHj3;, mais preferivelmente -CH,-
OH. Preferivelmente, R; ¢ CH; ou um seu grupo isostérico, mais
preferivelmente CHj. Preferivelmente, Y é O'Cat+. Preferivelmente, m é 1.
Preferivelmente, B é O. Em uma forma de realizagdo, o grupo Rs ¢ o
-CR;3R4-A-[POOB],,-POOY de Foérmula (VIII)
configurac@o E (ou trans). Em uma forma de realizagdo preferida, o grupo Rs
e o componente -CR3R4-A-[POOB],-POOY de Foérmula (VIII) sdo na

configuragdo Z (ou cis).

componente sdo na

* Um composto de Férmula (IX):

ke [o 1o

T l |
HOCH; We=( {]: ') T 8- __|i; —_y
CH, R4 OCat+ | OCatt

- 4m
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em qué Cat+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cation(s)
organico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);

m é um inteirode 1 a 3,

B ¢ O, NH, ou qualquer outro grupo capaz de ser hidrolisado,

Wé C-RgouN; A

Ri;, R4, € Rg, idénticos ou diferentes, sdo hidrogénio, uma
grupo (C,-Cj)alquila ou um grupo isostérico tal como CF;,

Y € definido como na Formula ().

Preferivelmente, R;, R € R4 sdo hidrogénio. Preferivelmente, -
Y é O Cat+. Preferivelmente, m € 1. Preferivelmente, B é O. Em uma forma
de realizagdo, o composto-de Férmula (IX) é na configuragdo E (ou trans).
Em uma forma de realizagdo preferida, o composto de Férmula (IX) é na
configuragdo Z (ou cis).

* Um composto de Formula (X):

X

em que Cat+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cation(s)
organico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);

m € um inteirode 1 a 3,

B ¢ O, NH, ou qualquer outro grupo capaz de ser hidrolisado,

W € C-Rg ou N; R;, Ry, e Rg, idénticos ou diferentes, sdo
hidrogénio, uma grupo (C;-C;)alquila ou um grupo isostérico tal como CF;,
Rg ¢ HouF, R é HouVF, e Y é definidlo como na Férmula D.
Preferivelmente, R3;, Rg € R4 sdo hidrogénio. Preferivelmente, Y é O Cat+.
Preferivelmente, m é 1. Preferivelmente, B é O. Preferivelmente, Rg e Rg sfo
hidrogénio. Em uma forma de realizagdo, o composto de Férmula (X) é na

configuragdo E (ou trans). Em uma forma de realizagio preferida, o composto
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de Formula (X) ¢ na configuragdo Z (ou cis).

* Um composto de Féormula (XI):

rRZ [ o ]
L
HOCH;—W===G- T H-—.l B T Y
CH, R4 OCatt | OCat+
) > )

em que Catt+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cation(s)
orgénico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);

m é um inteirode 1 a 3,

B ¢ O, NH, ou qualquer outro grupo capaz de ser hidrolisado,

Weé C-RgouN;

Ri;, R4, € Rg, 1dénticos ou diferentes, sdo hidrogénio, um
grupo(C;-Cs)alquila ou um grupo isostérico tal como CF3, e

Y € definido como na Formula (I).

Preferivelmente, R;, Rs € R4 sdo hidrogénio. Preferivelmente,
Y é O Cat+. Preferivelmente, m é 1. Preferivelmente, B é O. Em uma forma
de realizag¢do, o composto de Férmula (XI) é na configuragido E (ou trans).
Em uma forma de realizagdo preferida, o composto de Formula (XI) é na
configuragdo Z (ou cis).

Em outras formas de realizagdo, o ativador células T y8 é um

composto de Férmula (XII) ou (XII'):
OH

O

o
N —g—O—L—O'Cat*

Cat”  OCat’ (X

pirofosfato de (Z)-4-hidroxi-2-metilbut-2-enila (também referido como

HAngelilPP)
o 0
HO ‘
OCat* OCat'

X1’y
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pirofosfato de (E)-4-hidréxi-2-metilbut-2-enila (também referido como
HTiglilPP)
Em outras formas de realizagdo, o ativador células T y8 é um

composto de Férmula (XIII) ou (XIII'):
H

O.
I

P—0—P—0TCat"

OCat* 0‘02?’ X1m)

pirofosfonato de (Z)-5-hidroxi-3-metilpent-3-enila (também referido como C-
HAngelilPP)
HO_

OCat”  (Xmr)
pirofosfonato de (E)-5-hidréxi-3-metilpent-3-enila (também referido como C-
HTiglilPP)

Em outras formas de realizagdo, o ativador das células T 5 é

um composto de Férmula (XIV) ou (XIV"):
OH

O QO
N |

(XIV)
pirofosforamidato de(Z)-4-hidroxi-2-metilbut-2-enila (também referido como

N-HAngelilPP)
0

Q
HO\/Y\Hf%mom%mO‘Caf’
| OCat" OCat'  (xIVv)

pirofosforamidato de (E)-4-hidr6xi-2-metilbut-2-enila (também referido como
N-HTiglilPP)

Em outras formas de realizagdo, o ativador células T y8 € um
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composto de Formula (XV):

I NH

em que Catt+ e A sdo definidos como na Formula (I); X é He Z é CH;
(deoxiribonucleosideo ¢ timidina) ou X é OH e Z € H (ribonucleosideo ¢
uridina)

Em uma forma de realiza¢do, o composto de Formula (XV) é
na configuragdo E (ou trans). Em uma forma de realizagdo preferida, o
composto de Formula (XV) € na configuragéo Z (ou cis).

Sintese

Como um principio geral para métodos exemplificativos, um
componente alquila € preparado em uma primeira etapa e acoplado a um
componente contendo fosforo. Para fins de simplicidade, os seguintes
esquemas sdo mostrados para compostos em que Y € O-Cat+. Se um diferente
grupo Y for desejado, este pode ser preparado em uma outra etapa como aqui
descrito.

Dependendo do tipo e reatividade dos grupos funcionais
providos pelo componente alquila (representado por R no exame abaixo), uma
pessoa habil na arte € capaz de adaptar os exemplos de sintese apresentados
aqui, se necessario incluindo as fases de protecdo/desprotecdo dos grupos
funcionais sensiveis ou aqueles que podem interagir com a reagdo de
acoplamento.

A etapa de acoplamento é geralmente a etapa critica para
sintese e purificagdo. Numerosos exemplos para acoplamento sdo providos

como segue, dependendo da identidade de uma posigdo A.
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Os monoésteres de fosfato de FormulaIoull,em que AéOe
em que Y € O-Catt, podem ser preparados usando-se uma etapa de
acoplamento de acordo com as consigdes similares aquelas descritas em
qualquer uma das publicagdes: Davisson et al. (1984) e Davisson et al. (1987)
e US Patente No. 6.660.723 de Belmant et al., cujas descri¢des sdo
incorporadas aqui por referéncia.

Os monoésteres de fosforamidato de Formula I ou II, em que
A é NH e onde Y é O-Cat+, podem ser preparados usando-se uma etapa de
acoplamento de acordo com condigdes similares aquelas descritas em
qualquer uma das publicagdes: Cox et al. (2002) e Sato et al. (1990) e pedidos
de patente PCT copendentes nos. PCT/IB2004/004311 e 60/579.237 de
Belmant et al., cujas descri¢des sdo incorporadas aqui por referéncia.

Os monoésteres de fosfonato monoésters de Férmula I ou II,
em que A é CH, e em que Y € O-Cat+, podem ser preparados usando-se uma
etapa de acoplamento de acordo com condi¢Bes similares aquelas descritas
nas publicagdes: Valentijn (1991); Cox et al (2002), pedidos de patente
provisoria US 60/629.069, 60/564.959 de Tiollier, e publicagdo de patente
PCT no. WO 03/050128, cujas descri¢des sdo incorporadas aqui por
referéncia.

Os monoésteres de difluoro e monofluorofosfonato de formula
I oull, em que A € CF ou CF2 e onde Y ¢ O-Cat+, podem ser preparados
utilizando-se uma etapa de acoplamento de acordo com condigSes similares
aquelas descritas nas publicagdes: Cox et al. (2002), Waschbusch et al. (1997)
e Burton et al. (1989), cujas descri¢des sdo incorporadas aqui por referéncia.

Os fosfoésteres de angelil podem ser purificados por AHPLC
de fase inversa preparativa em C18, de acordo com o método informado por
Zhang & Poulter (1993), por cromatografia preparativa sobre gel de silica
usando-se eluentes de isopropanol amoniaco, de acordo com os métodos da

publica¢do de Patente Internacional no. WO 03/050128, depositada em 5 de
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dezembro de 2002 para compostos tendo uma boa estabilidade quimica em
meio basico (fosfonato e angelil fosfoésteres), ou por cromatografia sobre
celulose Davisson et al. (1984). As descri¢des das referéncias acima sdo
incorporadas aqui por referéncia.

5 Os compostos compreendendo um nucleosideo como grupo Y

podem ser preparados, por exemplo, pelas seguintes reagdes,
Nucl-O-V, acetonitrila -

R—A—FPP - R=——A—~PP~—0—Nucl
Reacfo A
ou
Nucl-0O-V, acetonitrila
R—A—PPP - R e PPP—O=—Nucl

Reagio B
onde —O-V for um bom grupo de partida, comegando com V escolhido, por
exemplo, dentre tosila, tosila, mesila, triflila, brosila ou bromo, PP representa
o grupo pirofosfato, PPP representa o grupo trifosfato, R-A- tem o significado
10  acima mencionado e Nucl é um nucleosideo. Preferivelmente, Nucl-O-V ¢
selecionado do grupo consistindo de: 5'-O-Tosiladenosina, 5'-O-Tosiluridina,
5'-O-Tosilcitidina, 5'-O-Tosiltimidina ou 5'-O-Tosil-2'-deoxiadenosina.
- Dependendo do tipo e reatividade dos grupos funcionais
providos por Y, o profissional é capaz de adaptar os seguintes exemplos, se
15  necesséario incluindo as fases de protegdo/ndo-protegdo dos grupos funcionais
sensiveis ou daqueles que podem interagir com a reag¢do de acoplamento.
Por exemplo, para o composto com R como mostrado abaixo,

o procedimento de reagdo pode ser o seguinte:
CHO(PG) - CHOPG)

. 5" 0-Tosiluridina, asehniuﬂf N

H H ——PPP—0~— Uridina

HOH
desprotecio com dlcool H ™

-PPP—0~— Uridina

onde PG representa um grupo de protegdo da fun¢do dlcool e onde —O-V é um

20  bom grupo de partida, comegando com V escolhido, por exemplo, dentre
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tosila, mesila, triflila, brosila ou bromo, PP representa o grupo pirofosfato e
Nucl é um nucleosideo. Preferivelmente, Nucl-O-V ¢é selecionado do grupo
consistindo de: 5'-O-Tosiladenosina, 5'-O-Tosiluridina, 5'-O-Tosilcitidina, 5'-
O-Tosiltimidina ou 5'-O-Tosil-2'-deoxiadenosina, como descrito em Davisson
et al, (1987), cuja descrigdo € incorporada aqui por referéncia.

O pH neutro € uma reagéo de substitui¢do nucledfila, que pode
ser realizada em condi¢des similares as descritas por Davisson et al, (1987); e
Davisson et al. (1986), cujas descri¢des sdo incorporadas aqui por referéncia.

Esta reagdo pode também ser usada para preparar o composto
compreendendo um monossacarideo como grupo Y. Neste caso, Nucl-O-V é
substituido por MonoSac-O-V, em que Monosac € monossacarideo. Por
exemplo, € possivel utilizar-se o grupo MonoSac-O-Y correspondente ao
composto Metil-6-O-tosil-alfa-D-galactopiranosideo, como descrito na
publicagdo de Nilsson e Mosbach (1980), cuja descri¢do € incorporada aqui
por referéncia, ou ao composto de triflato de manose, comercialmente
disponivel.

Esta reacdo pode ser usada para preparar o composto
compreendendo um oligossacarideo como grupo Y. Neste caso, Nucl-O-V é
substituido por OligoSac-O-V, em que OligoSac € um oligossacarideo. Por
exemplo, € possivel utilizar-se o grupo oligoSac-O-Y correspondente ao
composto  6*-O-p-Toluenossulfonil-B-ciclodextrina, como descrito na
publicagdo (Organic syntheses, Vol. 77, p 225-228, cuja descri¢do &
incorporada aqui por referéncia).

Esta reagdo pode ser usada para preparar um composto
compreendendo um polissacarideo como grupo Y. Neste caso, Nucl-O-V &
substituido por poliSac-O-V, em que poliSac é um polissacarideo. Por
exemplo, € possivel utilizar-se o grupo poliSac-O-Y, correspondendo ao
polissacarideo tosilado, como descrito na publicagdo de Nilsson et al., (1981);

e Nilsson e Mosbach, (1980), cujas descri¢des sdo incorporadas aqui por
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referéncia. Esta técnica de acoplamento baseada na ativagdo dos grupos
hidroxila de um suporte de polissacarideo por tosilagdo permite o
acoplamento covalente em um meio aquoso ou orgénico.

Esta reagdo pode também ser usada para preparar composto
compreendendo um derivado de aldeido como grupo Y, escolhendo-se, em
vez de Nucl, um derivado incluindo uma fungéo aldeido protegida na forma
de um grupo acetal ou qualquer outro protegendo esta fungio.

Alternativamente, os compostos compreendendo um

nucleosideo como grupo Y podem ser preparados pela seguinte reagio:

1) Nucl-QO-PPP, carbodiimida
DMF/ metanol v
R#~AH = R A~ PPPR - Q~—Nuci

2) Trietilamina, DMF

Reagdio C

em que PPP representa o grupo trifosfato, A é O ou NH com
R-AH representando um dlcool primario (R-OH) ou uma amina primaria (R-
NH;), DMF ¢ dimetilformamida e Nucl é um nucleosideo. Esta reagdo pode
ser realizada em condi¢Ges similares aquelas descritas por Knorre et al. (1976)
ou por Bloom et al., Patente U.S. No. 5.639.653 (1997), cuja descri¢do é
incorporada aqui por referéncia, de um alcool e um nucleosideo com férmula
Nucl-O-PPP.

Por exemplo, para o composto com R como mostrado abaixo,

o procedimento de reagdo pode ser o seguinte:

CHO(PG) CH.OPG)
1) UTP (BuN* sal), carbodiimida
DMF/ Metanol
e NH, —a N——PPP—O— Uridina
2) Trietilamina, DMF

CH,OH

desprotecio com alcool N
“a  H ﬁ—"—PPP"O'- Uridina

em que PG representa um grupo de protecdo da fungdo dlcool, UTP &

Trifosfato de Uridina, PPP representa o grupo trifosfato, DMF &
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dimetilformamida e Nucl ¢ um nucleosideo.

Esta reacdo pode também ser aplicada a preparagdo
oligonucleotideos 5’-trifosfato y-ésteres, como indicado pelos autores da
publicagdo Knorre et al. (1976).

Os compostos compreendendo um acido nucléico como grupo
Y, mais particularmente um 4cido ribonucléico, podem ser preparados em
condi¢des similares aquelas descritas na publicagdo de F. Huang et al. (1997).
Os autores descrevem um método universal de RNA catalitico, que €
aplicavel a qualquer molécula compreendendo um grupo fosfato de terminal
livre. Os compostos estruturalmente relacionados com o grupo fosfoaloidrina,
tais como pirofosfato de isopentenila ou pirofosfato de tiamina, sdo usados ou
mencionados por estes autores (vide p. 8968 de F. Huang et al. (1997)). Deve
também ser citado que- as condigdes experimentais para o procedimento de
acoplamento (em particular condi¢des de pH) descritas na se¢io "Reaction of
Isolate 6 pppRNA with phosphate containing Nucleophiles” sdo compativeis
com a presenga de uma fungao haloidrina.

Os compostos compreendendo um amino acido, um peptideo
ou um derivado de proteina como grupo Y podem ser obtidos utilizando-se a
bem conhecida reatividade de sua amina primaria ou fungfo tiol em uma
fungdo epoxido (reagdo Sn2). Este tipo de acoplamento classicamente envolve
um grupo intermedidrio ainda chamado “ligador” contendo uma fungéo
epdxido. Um exemplo de um procedimento de reagdo empregando-se este
tipo de acoplamento € provido pelo seguinte esquema,

glicidil tosilato

R— A—PP ou epiclomidrinar

O—
>  R— A—Ppo-—Csz
acetonitrila

R-SH

R A—OPPO—CH ;—CH,OH—S§~R'

Y
Reagio D
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em que PP representa o grupo pirofosfato, R-A tem o
significado acima mencionado e R’-SH é um amino acido, um peptideo ou
um derivado de proteina. A primeira fase pode ser realizada em condi¢des
similares aquelas descritas por Davisson et al. (1987) e Davisson et al. (1986),
cujas descrigdes sdo incorporadas aqui por referéncia, a partir do sal de
tetrabutilamonio do composto inicial e compostos comercialmente
disponiveis, tais como tosilato de glicidila ou epicloroidrina. Esta reagio pode
também ser realizada com compostos de trifosfato. Alternativamente, uma
amina primdria R’-NH, pode ser usada em vez de R’-SH. Sem a rea¢do com
R’-SH, a primeira reagdo pode ser usada para preparar composto
compreendendo um derivado de epdxido.

Alternativamente, os compostos compreendendo um amino
acido, um peptideo ou um derivado de proteina como grupo Y podem ser

preparados pela seguinte reagdo:
1) R-NHgz, carbodiimida
DMEF/metanol
2) Trietilamina, DMF
Reagiio E

R— A—PPO —P-NH-R'

R— A— PPP

¥

em que PPP representa o grupo trifosfato, PP representa o grupo. pirofosfato,
P representa o grupo fosfato, R-A tem o significado acima mencionado e R’-
NH € um amino 4cido, um peptideo ou um derivado de proteina. A reacdo
pode ser realizada em condig¢des similares aquelas descritas por Knorre et al.
(1976), cuja descrigdo € incorporada aqui por referéncia, do composto (R-A-
PPP) e um amino &cido, peptideo ou proteina com férmula R-NH,. Esta
reagdo envolve a protecdo das fungdes sensiveis do composto R-NH, ou pode
reagir com a carbodiimida (em particular, a fung¢do carboxila).

Os sais de tri ou tetra-n-butilamdnio do acido fosforico,
pirofosforico, trifosférico, tetra-fosférico ou polifosforico podem ser
preparados de 4cidos correspondente comercialmente disponiveis. Os

derivados com uma estrutura relacionada, tais como derivados do acido
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metanotrifosfénico descritos na publicagdo de Liu et al. (1999), cuja descrigdo
¢ incorporada aqui por referéncia, podem também ser preparados de acordo
com o procedimento de reagdo.

As reagdes acima mencionadas podem ser extrapoladas em um
muito grande espectro de moléculas ou biomoléculas, utilizando-se a
reatividade das fungdes hidroxila, amina, fosfato ou tiol. Desse modo, os
derivados de inositol podem ser preparados de acordo com as rea¢des A ou B,
pela ativagdo da fungdo hidroxila. Os derivados do 4acido folico (vitamina B9)
ou 4cido tetraidrofélico podem ser preparados de acordo com as reagdes D ou
E apelando para a reatividade da fun¢do amina primaria.

Naturalmente, outros tipos de acoplamento podem ser
considerados e o profissional pode ter acesso a uma grande escolha de
reagoes. |

Esse modo, o acoplamento por fosforilagdo dos grupos acido
carboxilico ou fenol pode ser usado para a formagdo do 4cido graxo, lipideo
ou certos derivados de flavondide.

Avaliag¢do da atividade dos compostos

Os fosfoésteres de angelil e tiglil podem ser produzidos ex
vivo ou in vitro. Eles podem ser purificados ou de outro modo artificialmente
produzidos (p. ex., por sintese quimica ou por processo microbiologico). Os
fosfoésteres de angelil de acordo com a presente invengio sio preferivelmente
capazes de ativar os linfécitos T Vy9/V32. Em uma forma de realizacio
preferida, o composto é capaz de seletivamente ativar os linfécitos T
VYy9/Vd2, indicando que o composto tem uma agdo seletiva em relagdo a
populagdes de células especificas e essencialmente nio ativa diretamente
outros sub-titulos de célula T, tais como células T V81. Tal seletividade,
como descrito no presente pedido, sugere que os compostos preferidos podem
causar uma ativa¢do seletiva ou alvejada da proliferacdo ou atividade

biolégica dos linfocitos de T Vy9/Va2.
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Os fosfoésteres de angelil preferivelmente aumentam a
atividade biolégica ou provocam a proliferagio das células T 9,
preferivelmente aumentando a ativagdo das células T Y3, particularmente
aumentando a secre¢do de citocina das células T y8 ou aumentando a
atividade citolitica das células T 7d, estimulando ou ndo também a
proliferagdo ou expansdo das células T yd. Portanto, os fosfoésteres de angelil
ou tiglil sdo administrados em uma quantidade e sob condi¢des suficientes
para aumentar a atividade das células T Y8 em um individuo, preferivelmente
em uma quantidade e sob condigdes suficientes para aumentar a secre¢do da
citocina pelas células T yd e/ou aumentar a atividade citolitica das células T
¥6. A secregdo da citocina e a atividade citolitica, bem como a proliferagio
das células T yd podem ser avaliadas utilizando-se qualquer ensaio in vitro
apropriado.

Muitissimo preferivelmente, as células T Y3 referidas no
presente relatério sdo células T Vy9/V32 e preferivelmente os angelil e tigili
fosfoésteres regulam a atividade das células T Vy9/V52.

Em um exemplo, a ativagdo da células T y0 pode ser avaliada
administrando-se um composto a um individuo (humano ou primata nio-
humano) e avaliando-se a ativag@o ou proliferagdo das células T Vy9/V52.
Em uma expansdo de protocolo exemplificativo de células T Vy9/Vd2 a
populagdo € avaliada: um angelil fosfoéster é administrado a um primata nio-
humano, tal como um macaco cynomolgus por infusdo intravenosa (uma
administragdo por infusdo lenta, 50 ml durante 30 minutos), em combinag¢o
com IL-2 (0,9 milhdo de unidades duas vezes diariamente por injegdo
subcutdnea por 5 dias); linfocitos y0 periféricos sdo analisados por citometria
de fluxo em sangue total de macaco, ap6s duplo tingimento com anticorpo
anti-CD3-PE e anticorpos anti-Vgama9-FITC e/ou anticorpos anti Vd2 e as
células sdo contadas por citometria de fluxo. Expansio pico da populagio de

células T Vy9/V52 € observada entre os dias 3 e 8, geralmente em torno dos
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dias 4 — 6 apos administragdo de um angelil fosfoéster.

Quaisquer outros testes adequados podem ser usados para
avaliar a proliferacdo celular. A avaliagdo da proliferacdo de linfocitos
periféricos Y0 pode geralmente ser analisada por citometria de fluxo sobre
sangue total (por exemplo, sangue total obtido de um macaco), apds duplo
tingimento com anticorpo anti-CD3-PE e anticorpos anti-Vgama9-FITC e/ou
anticorpos anti Vd2 (CD3-PE: clone SP34, BD Biosciences Pharmingen, Le
Pont de Claix, Franga). Anti Vgama 9, clone 7B6 é um monoclonal
construido para Vgama 9 humano, que tem rea¢do cruzada com as células de
macaco cynomolgus. E purificado por cromatografia de afinidade em proteina
A e acoplado a FITC. 50 pl de sangue de macaco sdo incubados 15 min em
RT com 5 pl de anti-CD3-PE e 6 pl de anti-delta2-FITC ou 10 pl de
anticorpos anti-gama9-FITC. Os anticorpos sio lavados com 3 ml 1X PBS,
centrifugados por 4 min em 1300 rpm em RT e o sobrenadante é descartado.
Os globulos vermelhos sdo lisados com o reagente OptiLyse C
(Mmmunotech-Beckman-Coulter, Marseilles, Franga) de acordo com
instrugdes do fabricante. Na etapa final, os glébulds brancos tingidos sdo
recuperados por centrifugacdo e ressuspensos em 300 pl PBS + 0,2% PFA.
Imediatamente antes da analise, 50 pl dé Flow Cont™ Fluorospheres
(Immunotech-Beckman-Coulter, Marseilles, Fran¢a) s3o adicionados as
células para contagem do numero absoluto das populagdes de interesse.

Preferivelmente, um angelil fosfoéster é capaz de regular a
atividade de uma célula T y6 em uma populagzﬁo de clones de células y8T em
cultura. O angelil fosfoéster € mais preferivelmente capaz de regulaf a
atividade de uma populagdo de células T yd de clones de células T y8 em
cultura em concentragdo, preferivelmente quando o angelil fosfoéster estd
presente em cultura em uma concentragdo de menos do que 100 mM. Em um
exemplo, a produgdo ou liberagdo de citocina é avaliada. As Vg9Vd2 sdo

sabidos produtoras de TNFa e IFNy in vitro, na administragio do angelil
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fosfoéster. Pouco apos o tratamento com angelil fosfoéster, as amostras de
soros s3o coletadas de um individuo e sdo avaliadas por ELISA especifico
para TNFa ou IFNy.

A Regulacdo da atividade de uma célula Tyd pode ser avaliada
por qualquer meio adequado, preferivelmente avaliando-se a secre¢do de
citocina, muitissimo preferivelmente a secre¢do de TNFa, como descrito
aqui. Métodos para obter-se uma populagéo de clones de células T yd puros é
descrito em Davodeau et al. (1993) e Moreau et al. (1986), cuja descri¢do ¢é
incorporada aqui por referéncia.

Em um ensaio exemplar, a secre¢do da citocina pode ser
determinada de acordo com os métodos descritos em Espinosa et al. (2001a),
descrevendo a medi¢do da liberacdo de TNF-a em um bioensaio usando-se
células sensiveis a TNFo. Resumidamente, 10° CELULAS y8T/pogo foram
incubadas com estimulo mais 25 unidades de IL2/po¢o em 100 pl de meio de
cultura durante 24 h a 37 °C. Em seguida, 50 pl de sobrenadante foram
adicionados a 50 pl de células WEHI revestidas a 3 x 10* células/pogo em
meio de cultura mais actinomicina D (2 pg/ml) e LiCl (40 mM) e incubadas
por 20 h a 37 °C. A viabilidade das células sensiveis a TNFa e medidas com
um ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolo-2-il)-2,5-difeniltetrazélio. 50
ul de brometo de 3-(4,5-difnetiltiazol-Z-il)-Z,5-difeniltetrazélio (Sigma; 2,5
mg/ml em solugéo salina tamponada com fosfato) por pogo foram adicionados
e, apos 4 h de incubaggo a 37 °C, 50 ul de tampdo de solubiliza¢do (20%
SDS, 66% dimetil formamida, pH 4,7) foram adicionados e a absorvéncia
(570 nm) foi medida. Os niveis de liberacdo de TNFa foram entdo calculados
por uma curva padrio obtida usando-se rTNF-o humano purificado
(PeproTech, Inc., Rocky Hill, NJ). Interferon-y liberado por células T ativadas
foi medido por um ensaio imunoabsorvente ligado por enzima sanduiche. 5 x
10* células y8T/pogo foram incubadas com estimulo mais 25 unidades de

IL2/pogo em 100 ul de meio de cultura durante 24 h a 37 °C. Em seguida, 50
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ul de sobrenadante foram colhidos para ensaio imunoabsorvente ligado por
enzima, empregando-se anticorpos monoclonais de camundongo
(BIOSOURCE, Camarillo, CA).

Um ensaio preferido para atividade citolitica é um ensaio de
liberago *'Cr. Em ensaios exemplificativos, a atividade citolitica das células
T y6 € medida em relagdo linhagens de células alvo normais e tumorais
autdlogas, ou linhagens de células alvo sensiveis de controle, tais como
linhagem de células alvo resistentes Daudi e de controle, tais como ensaio de
liberagdo Raji in 4h *'Cr. Em um exemplo especifico, células alvo foram
usadas em quantidades de 2x10° células/pogo e rotuladas com 100 uCi °'Cr
por 60 minutos. A relagdo Efetor/Alvo (E/T) variou de 30:1 a 3,75:1. A lise
especifica (expressa como percentagem) € calculada usando-se a férmula
padrdo [(liberagdo experimental-espontdnea / liberagdo total-espontdnea) x
100].

Uso de fosfoéster de acordo com a presente invengdo

A invengdo refere-se a uma composigdo farmacéutica
compreendendo um angelil ou tiglil fosfoéster, de acordo com a presenté
invenc¢do. Mais particularmente, dita composig¢do farmacéutica compreende
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um angelil ou tiglil fosfoéster,
opcionalmente junto com um veiculo farmaceuticamente aceitavel. A presente
invengéo refere-se a um angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente
invengdo como um medicamento. Também abrangido pela invengdo é o uso
de um angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente invengdo, para a
manufatura de uma preparagdo farmacéutica, preferivelmente para o
tratamento de um céncer, uma doenga infecciosa uma doenga autoimune ou
uma doenga alérgica.

Em um aspecto, a invengdo descreve um método para regular a
atividade das células T y8 em um individuo humano, dito método

compreendendo a etapa de administrar, em pelo menos um tratamento, uma
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quantidade terapeuticamente eficaz de um angelil ou tiglil fosfoéster de
acordo com a presente invengdo, opcionalmente junto com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel. Mais particularmente, dito método ativa ou
estimula a atividade das células T yd em um individuo humano.

Em uma forma de realizagdo particular, a quantidade de dito
angelil ou tiglil fosfoéster € suficiente para expandir a populagdo de células T
Y6 em um individuo, para alcangar pelo menos 10%, 15%, 20%, 30%, 40%,
50% ou 60%, ou entre 30 — 90% de linfécitos circulantes totais. Em outra
forma de realizagdo, a quantidade de dito angelil ou tiglil fosfoéster &
suficiente para induzir aumento de pelo menos 10 vezes na populagio de
c€lulas T y6 de um individuo. Preferivelmente, dita populagdo de células T y8
¢ avaliada entre o dia 4 e dia 8 em seguida a administragdo de dito angelil
fosfoéster, mais preferivelmente no dia 5, 5 ou 7 em seguida 4 administragdo
de dito angelil fosfoéster. Preferivelmente, dita populagio de células T y§ é
avaliada por citometria de fluxo. Preferivelmente, ditas células T y§ sdo
células T Vy9/V52.

Em uma forma de realizagdo preferida, a invengio refere-se a
um método para tratar um céncer, uma doenga infecciosa, uma doenca
autoimune ou uma doenga alérgica em um individuo, dito método
compreendendo a etapa de administrar, em pelo menos um tratamento, uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um angelil ou tiglil fosfodster de
acordo com a presente invengdo, opcionalmente junto com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

Nos métodos e usos acima, o individuo é preferivelmente um
individuo humano, tal como um individuo tendo um céincer, uma doenga
infecciosa, uma doenga autoimune ou uma doenga alérgica. A invengdo &, na
realidade, adequada para tratar todas as condigdes causadas por ou associadas
com a presenga de células patologicas que sdo sensiveis a lise de células T ¥8.

A invengdo € particularmente adequada para estimular a
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imunidade anti-tumor de um individuo tendo um tumor sdlido ou
hematopoiético. Preferivelmente, dito tumor é selecionado do grupo
consistindo de tumores do pulmédo, colorretal, prostata, mama ou cabeca
epiderméide ou pescogo. Em um aspecto preferido da invengdo, dito tumor é
um céncer renal, preferivelmente um cancer renal metastatico.
Alternativamente, dito tumor € selecionado do grupo consistindo de um
melanoma, céncer ovariano, cincer de péancreas, neuroblastoma, cincer de
cabega ou pescogo, cincer de bexiga, cancer renal, cincer do cérebro e cincer
gastrico. Em formas de realizagdo preferidas, os compostos podem ser usados
para o tratamento de cancer como descrito no Pedido de Patente Internacional
No. WO 2004050096, cuja descrigédo € incorporada aqui por referéncia.

A invengdo ¢ também adequada para estimular uma resposta
imune anti-viral em um individuo. Por exemplo, o composto da presente
invengdo pode ser usado para o tratamento de um individuo tendo uma
infecgdo por um virus selecionado de HIV, CMV, EBV, virus influenza,
HPV, HCV e HBV.

Os compostos da presente invengdo sdo também adequados em
métodos de estimular uma resposta imune em um individuo tendo uma
infecgdo por um patéogeno causando tuberculose, malaria, tularemia,
colibacilose etc.

Os compostos da presente invengéo s@o também adequados em
métodos de tratamento (p. ex., para estimular uma resposta imune em) um
individuo tendo uma doen¢a auto-imune, tal como diabetes, esclerose
multipla, artrite reumatdide etc. ou um individuo tendo uma doenga alérgica,
incluindo asma, hiperresponsividade das vias aéreas etc. Em formas de
realizacdo preferidas, os compostos sdo usados em indicagdes terapéuticas e
de acordo com os ensinamentos da Publicagdo de Patente Internacional No.
WO 2000US0026684, depositado em 28 de setembro de 2000 por Gelfand,

Born, Lahn e Kanehiro; Publicagdo de Patente International no. WO
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00/00182, depositada em 24 de junho de 1999 por Jomaa; e Publicagdo de
Patente Internacional No. WO2005/10238S5 by Tiollier, cuja descri¢do de cada
uma das referéncias sendo incorporada aqui por referéncia.

Preferivelmente, a dosagem (administragdo tUnica) de um
composto de angelil fosfoéster de acordo com a presente inven¢do para
tratamento € entre cerca de 1 ng;kg e cerca de 1,2 g/kg.

Sera observado que as dosagens acima, relacionadas com um
grupo de compostos, e que cada composto particular podem variar em doses
Otimas, como mais descrito aqui para compostos exemplares. Contudo, os
compostos sdo preferivelmente administrados em uma dose suficiente para
significativamente aumentar a atividade bioldgicas células T y§ ou para
significativamente aumentar a populagéo de células T y§ em um individuo.
Dita dose ¢ preferivelmente administrada ao humano por administragdo
intravenosa (i.v.) durante 2 a 180 min, preferivelmente 2 a 120 min, mais
preferivelmente durante cerca de 5 a cerca de 60 min ou, muitissimo
preferivelmente, durante cerca de 30 min ou durante cerca de 60 min.

Em compostos exemplares preferidos, um composto de
Foérmula I a XVIII ¢ administrado em uma dosagem (administragdo tunica)
entre cerca de 1 pg/kg e cerca de 1,2 g/kg, preferivelmente entre cerca de 10
ng/kg e cerca de 1,2 g/kg, mais preferivelmente entre cerca de 20 ug/kg e
cerca de 100 mg/kg. Muitissimo preferivelmente, a dosagem (administragdo

Unica) para tratamento de trés semanas ou quatro semanas (tratamento cada

trés semanas ou cada terceira semana) ¢ entre cerca de 1 pg/kg e cerca de 1,2

g/kg, preferivelmente entre cerca de 10 pg/kg e cerca de 20 mg/kg, mais
preferivelmente entre cerca de 10 pg/kg e cerca de 100 mg/kg. Esta dose é
preferivelmente administrada ao humano por administragdo intravenosa (i.v.)
durante 2 a 180 min, preferivelmente 2 a 120 min, mais preferivelmente
durante cerca de 5 a cerca de 60 min, ou muitissimo preferivelmente cerca de

30 min ou durante cerca de 60 min.
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Os ingredientes ativos podem ser administrados através de
diferentes vias, tipicamente por inje¢do ou administragdo oral. A injegio pode
ser realizada em vérios tecidos, tais como por administracdo intravenosa,
intraperitoneal, intra-arterial, intra-muscular, intra-dérmica, subcutinea etc.
Vias de administragdo preferidas para os ativadores sdo intravenosa e intra-
muscular. Vias de administracdo preferidas para a citocina sdo subcutinea,
intravenosa e intra-muscular.

A invengdo fornece um método de regular a atividade das
células T yd em um individuo mamifero, o método compreendendo
administrar a um individuo em necessidade uma quantidade eficaz de um
angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com o ciclo de tratamento em que a
atividade das células T yd, preferivelmente a taxa de células T y§ (nimero de
células T y8) € permita retornar para taxa substancialmente basal antes de uma
segunda administragdo do composto. Como ainda descrito aqui, em formas de
realizagdo preferidas, pelo menos cerca de uma semana, porém mais
preferivelmente pelo menos cerca de duas semanas, sdo necessérias para a
taxa de células T yd do paciente retornar a taxa substancialmente basal.

Ciclos mais curtos do que cerca de 7 dias podem ndo permitir
estimulo adequado da atividade das células T y5. O curso de um ciclo
preferido € um ciclo de pelo menos 1 semana, porém mais preferivelmente
pelo menos um ciclo de 2-semanas (pelo menos cerca de 14 dias) ou, mais
preferivelmente, pelo menos 3 semanas ou 4 semanas, embora ciclos em
qualquer parte entre 2 semanas e 4 semanas sejam preferidos. Também
eficazes e contemplados sdo ciclos de até 8 semanas, por exemplo, 5 semanas,
6 semanas, 7 semanas ou 8 semanas.

Em uma forma de realizagdo preferida, a administra¢gdo do
angelil ou tiglil fosfoéster ocorre no primeiro dias de um ciclo de 2 semanas a
4 semanas (isto €, um ciclo de repeti¢do de cerca de 14 a 28 dias). Em uma

forma de realizagdo preferida, o angelil fosfoéster é administrado somente no
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primeiro dia do ciclo de 2 semanas a 4 semanas ou, preferivelmente, 3
semanas.

Como mencionado, um individuo preferivelmente sera tratado
por pelo menos dois ciclos ou, mais preferivelmente, por pelo menos trés
ciclos. Em outro aspecto, o tratamento pode continuar por um nimero maior
de ciclos, por exemplo, pelo menos 4, 5, 6 ou mais ciclos podem ser
considerados.

Opcionalmente, um angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a
presente invencdo pode também ser usado em combinag¢do com uma citocina,
particularmente para o tratamento de cancer. Preferivelmente, dita citocina € a
interleucina 2 (IL-2) (Proleukin™, Chiron, Emeryville CA, USA) ou qualquer
seu fragmento, variante ou seu analogo biologicamente ativo, isto ¢, qualquer
fragmento, variante ou analogo capaz de ligar-se ao receptor IL-2 e de induzir
ativagdo de células T yd no método desta invengdo. Em outras formas de
realizagdo, a citocina ¢ uma interleucina 7 ou uma interleucina 15.
Preferivelmente, dito angelil ou tiglil fosfoéster e dito polipeptideo de
interleucina sdo administrados separadamente ao individuo.

Portanto, os métodos da invengdo compreendem administrar
ainda uma citocina, em um aspecto preferido uma citocina pode ser
administrada, em que dita citocina é capaz de aumentar a expansio de uma
populagdo de células T yd tratada com um composto de angelil ou tiglil
fosfoéster, preferivelmente em que a citocina é capaz de induzir uma
expansdo de uma populagdo de células T y0, que é maior do que a expansdo
resultante da administragdo do composto de angelil ou tiglil fosfoéster na
auséncia de dita citocina. Uma citocina preferida é um polipeptideo de
interleucina-2.

Uma citocina tendo atividade indutora de proliferacio de
células T y8, muitissimo preferivelmente o polipeptideo de interleucina-2, é

administrada em baixas doses, tipicamente durante um periodo de tempo



10

15

20

25

50

compreendido entre 1 e 10 dias. O angelil fosfoéster € preferivelmente
administrado em uma Unica dose e tipicamente no inicio de um ciclo.
Preferivelmente, o polipeptideo de interleucina-2 € administrado em uma dose
diaria compreendida entre 0,2 ¢ 2 MU por dia, mesmo mais preferivelmente
entre 0,2 e 1,5 MU, mais preferivelmente entre 0,2 e 1 MU. A dose diaria de
citocina, preferivelmente um polipeptideo de interleucina-2, é administrada
como uma unica inje¢do ou em duas injegdes.

Em aspectos preferidos, uma citocina, muitissimo
preferivelmente IL-2, é administrada diariamente por até cerca de 10 dias,
preferivelmente por um periodo entre cerca de 3 e 10 dias, ou muitissimo
preferivelmente por cerca de 7 dias. Preferivelmente, a administragdo da
citocina comeg¢a no mesmo dia (p. ex., dentro de 24 horas) como
administragdo do ativador de células T y5. Por exemplo, em um aspecto, a
citocina ¢ administrada cada dia, enquanto em outros aspectos a citocina ndo
precisa ser administrada cada dia. Quanto a citocina é administrada pro cerca
de 7 a cerca de 14 dias, um ciclo de tratamento de 4-semanas é preferido.
Quando o primeiro componente ¢ administrado por cerca de 4 dias, um ciclo
de tratamento didrio de 3 semanas ¢ preferido. Em formas de realizagio
preferidas, os compostos podem ser usados de acordo com qualquer um dos
métodos descritos no Pedido de Patente Internacional No. WO 2004050096,
cuja descrigdo € incorporada aqui por referéncia.

Os métodos e tratamentos acima podem ser usados sozinhos
ou em combinagdo com outros agentes ou tratamentos ativos. Por exemplo,
para o tratamento de tumores, a invengdo pode ser usada cm combinag¢do com
outros agentes ou tumores anti-tumor, tais como quimioterapia, radioterapia
ou terapia genética.

A invencdo também refere-se a um produto compreendendo
um angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente inven¢do e um

polipeptideo de interleucina-2, para uso separado, para regular a atividade das
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células T Y0 em um individuo mamifero.

A invengdo refere-se a wuma composi¢do vacinal
compreendendo um angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente
invengdo. A invencdo também refere-se ao uso de um angelil ou tiglil
fosfoéster de acordo com a presente invengdo, como um adjuvante de vacina.

Desta maneira, a presente inven¢do descreve métodos e
composi¢des para intensificar e/ou aumentar a resposta imune contra um
antigeno em mamifero, notavelmente um humano, envolvendo a imunizagdo
conjunta do mamifero com (i) uma composi¢do compreendendo um antigeno
e (ii) um adjuvante compreendendo um composto de angelil ou tiglil
fosfoéster de acordo com a presente invengdo. Preferivelmente, dita
composi¢do compreendendo um antigeno consiste de um patdgeno,
microorganismo ou parasita morto, inativado ou atenuado. Em outro aspecto,
dita composi¢do compreende um antigeno, preferivelmente compreende um
polipeptideo, lipideo, polissacarideo, glicoproteina, glicolipideo ou antigeno
de 4cido nucléico enriquecido ou purificado. Preferivelmente, dita

composi¢do compreende pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 10 ou 15 antigenos

distintos, por exemplo, pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 10 ou 15 polipeptideos

distintos ou &cidos nucléicos codificando tais polipeptideos. Em formas de
realizagdo preferidas, os compostos podem ser usados como descrito no
Pedido de Patente Proviséria U.S. No. 60/564.959, depositado em 26 de abril
de 2004, cuja descrigdo € incorporada aqui por referéncia.

A composig¢do adjuvante compreendera uma quantidade eficaz
de um composto de angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente
invenco, dita quantidade sendo uma quantidade eficaz permitindo a eliciagio
de uma resposta humoral, a eliciagdo de uma resposta de linfécito T
citotoxido (CTL) ou eliciagdo de tanto uma resposta humoral como uma
resposta CTL da composi¢do adjuvante com respeito a pelo menos um

antigeno. Preferivelmente, o composto de angelil ou tiglil fosfoéster de acordo
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com a presente invengdo estd presente em uma quantidade eficaz para
produzir um maior efeito imunolégico na eliciagdo de uma resposta humoral,
uma resposta de linfético T citotoxico (CTL) ou tanto uma resposta humoral
como uma resposta CTL, quando administrado conjuntamente com um
antigeno que ndo aquele efeito imunolégico produzido quando dito antigeno é
administrado na auséncia do adjuvante.

O componente antigénico da composi¢do pode ser selecionado
de virtualmente qualquer antigeno, determinante antigénico ou hapteno de
interesse médico ou veterindrio e, particularmente, para aqueles antigenos
para os quais um aumento da imunogenicidade é desejado.

Portanto, a presente invenc¢do diz respeito ao uso de um
composto de angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente invengao,
mais preferivelmente dos compostos de Formulas I a XV, como um adjuvante
de vacina. A presente invengdo refere-se ainda a uma composi¢do de vacina
compreendendo um antigeno ou uma combinagdo de antigenos e um
composto de angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente invengao,
mais preferivelmente os compostos de Formulas I a XV. Preferivelmente, dita
composi¢do compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz de antigeno
e uma resposta imune intensificando ou imune resposta aumentando a
quantidade do angelil ou tiglil fosfoéster. Preferivelmente, dita composi¢do de
vacina evita uma infec¢cdo microbiana. Dita infec¢do microbiana é causada
por um micrébio selecionado do grupo consistindo de virus, fungos, parasitas,
levedura, bactérias e protozodrios. Em uma forma de realizagdo particular,
dita composig@o de vacina € composi¢do de vacina BCG. Alternativamente,
dita composi¢do de vacina evita ou € um tratamento contra um tumor.

A presente invengdo refere-se ainda a um kit de vacina
compreendendo um recipiente adequado, contendo uma composi¢do de
vacina de acordo com a presente inven¢do, mais particularmente

compreendendo um antigeno ou uma combinagdo de antigeno e um composto
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de angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente inven¢do, mais
preferivelmente os compostos de Formulas I a XV. Opcionalmente, dita
vacina pode compreender dois recipientes adequados separados, um contendo
0 antigeno ou a combinagdo de antigenos e o outro contendo um composto de
angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente invengdo, mais
preferivelmente os compostos de Féormula I a XV. Opcionalmente, dito
recipiente pode ser uma seringa. Alternativamente, dito kit de wvacina
compreende um ou dois recipientes e uma seringa.

A presente invengdo diz respeito a um método de melhorar a
poténcia de uma vacina em um individuo ou de imunizar um individuo contra
uma doenga, mais particularmente uma infec¢do microbiana, compreendendo
as etapas de:

administrar a dito individuo uma composig¢do compreendendo
um antigeno ou uma combinagdo de antigenos; e

conjuntamente, administrar a dito individuo um composto de
angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente inven¢do, mais
preferivelmente os compostos de Formulas I a XV, mais particularmente
uma sua quantidade intensificadora da resposta imune. Preferivelmente, o
composto de angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente inveng3o,
quando administrado conjuntamente com uma composigdo compreendendo
um antigeno, € administrado em uma quantidade suficiente para aumentar
uma resposta imune em relagdo aquela observada com dita composi¢do
compreendendo um antigeno, na auséncia do angelil fosfoéster.
Preferivelmente, dita composi¢do compreendendo um antigeno
compreende um patégeno, microorganismo ou parasita morto, inativado ou
atenuado. Em outro aspecto, dita composi¢do compreendendo um antigeno
preferivelmente compreende” um polipeptideo, lipideo, polissacarideo,
glicoproteina, glicolipideo ou antigeno de 4acido nucléico enriquecido ou

purificado.
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A presente invengdo também refere-se a um método de
imunizar um individuo contra uma doenga, mais particularmente uma
infecgdo microbiana em um individuo, compreendendo administrar a dito
individuo (i) uma composi¢do compreendendo um antigeno e (ii) um
composto de angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente invencio,
mais preferivelmente Férmulas I a XV. Preferivelmente, o composto de
angelil ou tiglil fosfoéster de acordo com a presente invengdo € administrado
em uma quantidade intensificadora da imune resposta. Preferivelmente, o
angelil ou tiglil fosfoéster e a composi¢do compreendendo um antigeno sdo
administrados como uma composi¢do de vacina Uinica em uma quantidade
terapeuticamente eficaz.

Preferivelmente, dito angelil ou tiglil fosfoéster é provido
ou administrado junto com um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Em
um primeiro aspecto, dita administra¢cdo de dito antigeno ou combinagio
de antigenos e dito angelil ou tiglil fosfoéster sdo simultineas. Em um
segundo aspecto, ditas administra¢des de dito antigeno ou combinagio de
antigenos e dito angelil ou tiglil fosfoéster s3o administradas
seqiiencialmente. Mais particularmente, dito angelil ou tiglil fosfoéster
pode ser administrado antes de, concomitantemente com ou subseqiiente a
administragdo de um antigeno ou uma combinag¢do de antigenos a um
individuo para fins de imunizag@o. Preferivelmente, dito antigeno ou
combinagdo de antigenos sdo antigenos microbianos, preferivelmente
antigenos virais, bacterianos, flingicos, protozodrios, de levedura ou
parasita. Em uma forma de realizagdo preferida, dito antigeno é um
antigeno de Mycobacterium bovis. Opcionalmente, dito antigeno ou
combinagdo de antigenos é um antigeno tumoral.

Outros aspectos e vantagens desta inven¢do serdo descritos nos
seguintes exemplos, que devem ser considerados como ilustrativos e ndo

limitadores do escopo deste pedido.
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EXEMPLOS
Exemplo 1
Sintese de (E)-4-hidroxi-2-metil-but-2-enil pirofosfato

(Hidroxitiglil pirofosfato ou HTiglilIPP

A sintese de HTiglilPP foi realizada de acordo com o esquema
apresentado na Figura 1, partindo de 2-metil-2-viniloxirano.
Preparacdo de (E)-cloro-2-metilbut-2-en-1-ol:

16 ml (179 mmol) de TiCly; foram adicionados sob

nitrogénio a 360 ml de CH,Cl,. A solucdo foi esfriada a 90 °C e uma
solucdo de 10,0 g (119 mmol) de 2-metil-2-viniloxirano em 50 ml de
CH,Cl, foi adicionada em gotas, mantendo-se a temperatura abaixo de —
80 °C. A solugdo vermelha foi entfo agitada a 80 °C por 2 horas e extinta
com 600 ml de HCl 1IM. A fase orgénica foi separada e a fase aquosa foi
extraida com 3 x 500 ml de Et,O. As fases orginicas combinadas foram
secadas sobre MgSO,, filtradas e evaporadas a 350 mbar a 25 °C para
fornecer 12,02 g (99,7 mmol, 84% de producio) de 4-cloro-2-metilbut-2-
en-1-ol como um o6leo amarronzado. O produto bruto foi diretamente
usado na etapa seguinte.

Preparacgdo de (E)-2-(4-cloro-2-metilbut-2-en iléxi)tetraidro-2H-pirano:

Em uma solu¢do de 11,5 g (95,37 mmol) de 4-cloro-2-
metilbut-2-en-1-ol em 120 ml de CH,Cl, foram adicionados 26 ml (286,11
mmol) de diidropirano (DHP). A solugéo foi esfriada a 0 °C e 2,4 g (9,53
mmol) de sulfonato de piridinio p-tolueno (PPTS) foram adicionados em
porgdes. A solu¢do foi agitada por 3 horas a 0 °C. A fase organica foi lavada
com 3 x 50 ml de agua, secada sobre Na,SO,, filtrada e concentrada para
fornecer o produto bruto. O produto bruto foi entio purificado por
cromatografia sobre gel de silica, usando-se heptano/EtOAc (9/1) como
eluente. 12,35 g (60,33 mmol, produgio 64%) do &lcool alilico protegido

foram isolados como éleo incolor.
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Preparacdo de acetato de (E)-3-metil-4-(tetraidro-2H-piran-2-il6xi)but-2-

enila:

Em uma solug¢édo de 1,0 g (5 mmol) do alcool alilico protegido
(E)-2-(4-cloro-2-metilbut-2-en-iloxi)tetraidro-2H-pirano em 30 ml de
DMF foram adicionados 820 mg (10 mmol) de acetato de sddio, seguido por
uma qua.nfidade catalitica de Nal (20 mg). A mistura de reagdo foi aquecida a
80 °C por 6 horas. A mistura de reagio foi esfriada e vertida sobre 200 ml de
agua. A solugfo foi extraida com 3 x 50 ml de EtOAc. As fases organicas
combinadas foram secadas sobre Na,SO,, filtradas e concentradas para
fornecer o produto bruto. Este produto foi entdo purificado por cromatografia
sobre gel de silica empregando-se Heptano/EtOAc (8/2) como eluente. 463
mg (2,03 mmol, 40%) de acetato de (E)-3-metil-4-(tetraidro-2H-piran-2-
iloxi)but-2-enila foram isolados como 6leo incolor.

Preparacdo de acetato de (E)-4-bromo-3-metilbut-2-enila

Em uma solugdo de 460 mg (2,0 mmol) de (E)-3-metil-4-
(tetraidro-2H-pirano-2-il6xi-but-2enil acetato em 20 ml de CH,(CI, foi
adicionada uma solugéo de 1,33 g (4 mmol) de CBry em 10 ml de CH,ClL,. A
solugdo foi esfriada a 0 °C e uma solugdo de 1,05 g (4 mmol) de trifenilfosfina
foi adicionada em gotas. A solugdo foi permitida aquecer a temperatura
ambiente por 6 horas e agitada na mesma temperatura por mais 1 hora. O
precipitado foi filtrado e o filtrado foi evaporado. O residuo foi purificado por
cromatografia sobre gel de silica empregando-se Heptano /EtOAc (8/2) como
eluente. 314 mg (1,52 mmol, 76%) de (E)-4-bromo-3-metilbut-2-enil
acetato foram isolados como 6leo incolor.

Preparacdo de (E)-4-hidréxi-2-metilbut-2-enil pirofosfato
Uma solugdo de 900 mg (4.35 mmol) of (E)-4-bromo-3-

metilbut-2-enil acetato in 10 ml of CH;3;CN foi adicionada em gotas a uma
solugdo de 5,9 g (6,52 mmol) de TTAPP em 15 ml de CH;CN. A mistura de

reagdo foi agitada em temperatura ambiente durante a noite e o solvente foi
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evaporado. O residuo foi entdo passado através de coluna de resina Dowex
50WX8 (forma NH,") e eluida com 2 volumes de 40 mM de solu¢do aquosa
de NH,HCO;. A fragdo foi evaporada sob elevado véacuo a 40 — 45 °C. O
residuo foi agitado com 4 — 5 ml de iPrOH/NH,OH 28% (1/1) e o sdlido
insoluvel foi filtrado. O filtrado foi cromatografado sobre gel de silica
usando-se iPrOH/NH4OH 28% 1/1 como eluente. 197 mg (0,752 mmol, 17%)
de (E)-hidréxi-2-metilbut-2-enil pirofosfato, sal de aménio foram isolados
como um s6lido branco. Sob estas condigdes, a desprote¢do do componente
acetato (grupo de protegdo 4lcool) ocorreu enquanto cromatografia sobre gel
de silica. A relagdo isomérica (E:Z) do produto purificado foi de 96:4 com
base em anélise de Cromatografia I6nica (HPAEC).

Cada estereoisomero E e Z de 4-hidrdxi-2-metilbut-2-enil
pirofosfato foi obtido como um composto puro por purificagio
cromatografica (HPAEC) através de coluna JonPac® AS11, com maltiplas
passagens cromatograficas sendo combinadas.

Para fins de realizar o teste bioldgico, solugBes aquosas
neutras do produto foram esterilizadas por filtragem através de filtro de 0,2
pum e armazenadas a —20 °C. No caso do teste realizado in vivo, as solugdes
sdo passadas antecipadamente através de uma coluna de resina catiénica
DOWEX 50WX8-200 (forma Na") eluida por dois volumes de coluna de 4gua
deionizada.

Exemplo 2
Sintese de (Z)-4-hidroxi-2-metil-but-2-enil pirofosfato
(Hidroxiangelil pirofosfato ou HAngelilPP)
A sintese de (Z)-4-hidréxi-2-metilbut-2-enil pirofosfato

(HAngelilPP) € realizada de acordo com o esquema ilustrado na Figura 2,
partindo-se de alcool de propargila protegido-TBDMS. Para cada etapa deste
esquema sintético, as seguintes referéncias podem ser usadas para mais

orientagdo:
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Etapa a (formagdo de propargil éster de cloroformiato de
metila): Andrew T. Koppisch et al, Organic Letters, Vol. 2 No. 2 (2000)
p215-217; Michael S. Leonard e al, J. Org. Chem. (2004), 69, 2526- 2531;

Etapa b (adi¢do estereossletiva conjugada de reagente de
dimetilcobre-litio em éster o, acetilénico): E. J. Corey e John A.
Katzenellenbogen, J. Am. Chem. Soc. (1969), 91, 1851-1852; Andrew T.
Koppissch et al, Organic Letters, Vol. 2 No. 2 (2000) p215-217; Michael S.
Leonard e al, J. Org. Chem. (2004), 69, 2526-2531;

Etapa c (reducdo de éster com hidreto de DIBAL): Andrew T.
Koppisch et al, Organic Letters, Vol. 2 No. 2 (2000) p215-217; Mibhael S.
Leonard et al, J. Org. Chem. (2004), 69, 2526-2531;

Etapa d: o 4lcool alilico é convertido em uma forma
protegida-THP por reagdo com diidropirano (DHP), em seguida ao
procedimento informado no exemplo 1 ou como descrito por Miyashita et al
(Miyashita et al, J. Org. Chem. 42 (1977) 3772-3774),

Etapa e: (clivagem ndo acidica do grupo de protegdo t-
butildimetilsilila): E. J. Corey e A. Venkateswarlu, J. Am. Chem. Soc. (1972),
94, 6190; condicdes alternativas para esta reagdo de desprotegdo pode
também ser encontrada em "Protective Grups in Organic Synthesis", Terceira
Edi¢do, Theodora W. Greeno e Peter G. M. Wuts, publicado por John Wiley
& Sons, Inc. (1999);

Etapa f (etapa de cloragdo): em um procedimento padrio,
trietilamina € adicionada a uma solugéo do alcool alilico em CH,Cl, a 25 °C.
A reéultante mistura de reagdo transparente € entdo tratada pela adi¢do em
gotas de cloreto de mesila durante 20 min. Apds adi¢do completa, a mistura
de reagdo ¢ agitada em temperatura ambiente por pelo menos 1,5 h até
completa conversdo. A mistura de reacdo € lavada sucessivamente com
solu¢do de NaHCO; aquosa saturada, HCI aquoso 0,1 M e agua deionizada,

em seguida concentrada sob pressdo reduzida. O produto bruto € purificado
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por cromatografia utilizando-se SiO, e um solvente de elui¢do de acetato de
etila: heptano = 1:9; |

Etapa g: a pirofosforilagdo do cloreto de angelil protegido-
THP com difosfato hidrogenado de tris tetra-n-butilaménio (TTAPP) €
conseguida observando-se o procedimento geral relatado por Poulter e co-
trabalhadores (David T. Fox e C. Dale Poulter, J. Org. Chem.(2002), 67,
5009-5010; Davisson V. J. et al., J. Org. Chem., 1986, 51, p 4768-4779. A
desprote¢do do grupo tetraidropiranila é conseguida por tratamento do éster
de pirofosfato com resina de troca de cation DOWEX 50WX8 (forma H') e
subseqliente neutralizagdo da solugdo 4acida resultante com hidroxido de
amonio.

Para a finalidade de realizar o teste bioldgico, solugbes
aquosas neutras do produto s@o esterilizadas por filtragem através de filtro de
0,2 um e armazenadas a —20 °C. No caso de teste realizado in vivo, as
solugdes sdo passadas antecipadamente através de uma coluna de resina
catibnica DOWEX 50WX8-200 (forma Na*) eluida por dois volumes de
coluna de 4gua deionizada.

Exemplo 3
Sintese de (Z)-5-hidréxi-3-metilpent-3-enil pirofosfonato

(Hidroxiangelil pirofosfonato ou C-HAngelilPP)

A sintese de (Z)-5-hidréxi-3-metilpent-3-enil pirofosfonato (C-
HAngelilPP) ¢ realizada de acordo com o esquema ilustrado na Figura 2 pelo
intermediario de clorometilbutenila protegido-THP (produto da etapa f), cuja
preparagdo € descrita no exemple 1.

As reagOGes quimicas da etapa h e etapa i, envolvendo o
acoplamento do componente pirofosfonato, sdo realizadas seguindo-se o
procedimeﬁto de Valentijn et al para a preparagdo de analogos de Farnesil
Pirofosfato (Valentijn et al, Synlett (1991) 663-664):

Etapa i: O agente fosfonilante (metilfosfonomorfolidato de
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metila) € preparado por tratamento de dicloreto metilfosfonico
comercialmente disponivel com morfolina e metanol. O produto de
acoplamento ¢ obtido por reagdo do intermediario de clorometilbutenila
protegido-THP com litiometilfosfonomorfolidato de metila, preparado in situ
do agente de fosfonilagdo e n-butil litio em THF.

Etapa h:

Uma solugdo bruta de C-HAngelilPP ¢é obtida em um
procedimento de trés etapas:

1) desmetilagdo (hidrélise) do produto da etapa i, por
tratamento com hidréxido de tetra-n-butilamdnio em metanol, como descrito
por Phan e Poulter, J. Org. Chem. (2001), 66, 6705-6710, |

2) Pirofosforilagio com 4acido fosforico (como sal de
tributilamoénio), seguindo-se o método de Valentijn et al.,

3) Desprotegdo do grupo tetraidropiranila por tratamento do
éster de pirofosfonato com resina de troca de cation DOWEX 50WX8 (forma
H' e subseqiiente neutraliza¢io da resultante solugdo 4cida com hidréxido de
amonio.

A purificagdo da solugdo bruta resultante € realizada por
cromatografia sobre gel de silica, empregando-se 25% de solugdo de
amonia/2-propanol 50/50 (v/v) como eluente. Para fins de realizar teste
biolégico, as solugdes aquosas do produto sdo esterilizadas por filtragem
através de filtro de 0,2 um e armazenadas a —20 °C. No caso de teste realizado
in vivo, as solugdes sdo passadas antecipadamente através de uma coluna de
resina catibnica DOWEX 50WX8-200 (forma de sddio) eluida por dois
volumes de coluna de dgua deionizada.

Exemplo 4
Resposta de dosagem para compostos de HAngelilPP e HtiglilPP

Ensaio de liberagdo de citocina

Células (células T Vy9/Vd2 humanas policlonais primadrias,
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que foram expandidas in vitro e armazenadas congeladas no dia 12-15 de
expansdo) sdo descongeladas e enxaguadas duas vezes e centrifugadas. Na
eliminacdo do sobrenadante e ressuspensdo das células, as células sdo
incubadas por 24 h a 37 °C, na presen¢a de IL2 100 IU/ml (concentra¢do
final). As células sdo lavadas e centrifugadas, em seguida ao que o
sobrenadante € eliminado e as células sdo ressuspensas e ajustadas a
concentragdo final adequada. As células sdo adicionadas aos pogos de uma
placa de 96-pogos.

Em uma fileira de pogos € adicionada uma série de dilui¢do
padrdo de (R,S)-3-(bromometil)-3-butanol-l-il-difosfato (R,S-BrHPP). Os
compostos a - serem testados, neste caso (E)-4-hidroxi-3-metil-2-butenil
pirofosfato ((E)-HDMAPP) e os compostos de HAngelilPP e HTiglilPP da
série de Angelil/Tiglil fosfoéster, sdo adicionados em pogos experimentais,
apos diversas diluigdes.

Placas cheias sdo incubadas 24 h a 37 °C para estimulo das
células y8T com o composto de teste e compostos de referéncia, neste caso
HAngelilPP e HTiglilPP, (R,S)-BrHPP e (E)-HDMAPP, como descrito
abaixo. Apos este tempo, 100 ul de sobrenadante de cultura sio retirados para
dosagem de TNFa. A medigdo da dosagem de TNFa liberada é realizada
como descrito pela instrugdo dos fabricantes no kit de imunoensaio de enzima
TNFa (ref. 11121, Immunotech - Beckman Coulter). OD a 405 nm € lido, OD
sendo proporcional a concentragdo de TNFa liberado no sobrenadante de
cultura. Os dados sdo processados com o software Excel, para comparar a
concentragdo do composto de teste versus concentragdo de TNFa e para o
calculo da EC50 para cada composto de teste.

Bioatividade in vitro de HAngelilPP

A bioatividade do composto HAngelilPP foi avaliada usando-

se um ensaio de liberagdo de TNFa, como descrito acima. A atividade in vitro

¢ mostrada na Figura 3. Os compostos (R,S)-BrHPP e (E)-HDMAPP foram
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incluidos para fins de comparagdo. A EC50 in vitro foi entdo avaliada neste
teste de rastreamento, em que os ensaios anteriores com células calibradas
empregando-se uma composi¢do padrdo de (R,S)-BrHPP apresentaram uma
EC50 de cerca de 15 nM para o composto de referéncia (R,S)-BrHPP. Como
sera observado, quaisquer outros ensaios adequados, tais como amplia¢do de
célula, podemser usados na avaliagdo dos compostos. A EC50 in vitro para
HAngelilPP (isdbmero Z) foi determinada como sendo de 0,85 nM e para
HTiglilPP (isémero E) foi de 15 nM, enquanto a EC50 in vitro para (E)-
HDMAPP foi de 2,1 nM e a EC50 in vitro para (R,S)-BrHPP foi de 37,7 nM.
Uma vez que o ensaio fornece um resultado relativo em vez de um valor
EC50 absoluto, os resultados indicam que ambos os compostos H-AngelilPP
e HTiglilPP sdo altamente potentes e que o isdmero Z (H-AngelilPP) é o
composto mais potente daqueles testados.
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REIVINDICACOES
1. Ativador de células T yd, caracterizado pela formula (I):
Yol
Rs W—T‘ G A P B e P Y
Ry FL O<Cat' OCat
- dm

®

em que Cat+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cation(s)
organico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);

m € um inteiro de 1 a 3;

B ¢ O, NH, ou qualquer outro grupo capaz do ser hidrolisado;

A é O, NH, CHF, CF, ou CH,, ou qualquer outro grupo
isostérico;

W é C-RsouN;

R; é um grupo (C,-C;)alquila ou um grupo (C;-Cs)alquila ou
qualquer outro grupo isostérico tal como CFs3;

R3, R4, € Rg, idénticos ou diferentes, sdo um hidrogénio ou um
grupo (C;-Cs)alquila ou qualquer outro grupo isostérico tal como CFj;

Rs € uma (C,-Cj)acila, um aldeido, um (C,-Cs)alcool, ou um
(Cy-Cs)éster; e

Y = OCat+, um grupo C;-Csalquila, um grupo -A-R, em que
R € um grupo hidrocarboneto C;-Cs, linear, ramificado ou ciclico, aromatico
ou nio, saturado ou insaturado, opcionalmente interrompido pelo menos por
um heterodtomo, em que dito grupo hidrocarboneto compreende uma alquila,
uma alquilenila, ou uma alquinila, preferivelmente uma aquila ou uma
alquileno, que pode ser substituido por um ou diversos substituintes
selecionados do grupo consistindo de: uma alquila, uma alquilenila, uma
alquinila, uma epoxialquila, uma arila, um heterociclo, um alcéxi, uma acila,
um 4alcool, um grupo carboxilico (-COOH), um éster, uma amina, um amino
grupo (-NH3), um amido (-CONH;), uma imina, uma nitrila, uma hidroxila (-

OH), um grupo (-CHO), um halogénio, uma halogenoalquila, um tiol (-SH),
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uma tioalquila, uma sulfona, um sulféxido, e uma combinagio deles;

e em que o grupo Rs e o componente -CR3R4-A-[POOB],-
POOY de Férmula (II) sdo na configuragdo Z (ou cis).

2. Ativador de células T y3 de acordo com a reivindicagio 1,

caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de formula (II):

RS R3 0 1 o

AN | L

—=—C—C—A-+—P—B-—P—Y
<] l |

R7 R4 O-Cat+ C-Cat+

RS

(m,
em que Cat+, m, B, A, Rs, R3, R4, Rg, R7, € Y tém 0 mesmo significado que na
reivindicagéo 1.

3. Ativador de células T yd de acordo com a reivindicagéo 1,

caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de Férmula (I1I):

R3 [ il

R7 R4 O-Cat+ O-Cat+
) -

em que Cat+, m, B, A, Rs, R3, Ry, Ry, € Y t€m o mesmo significado que na

reivindicagdo 1.
4. Ativador de células T yd de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de Férmula (V):

Pl

A——P ——B~+—P—7Y

R§—W=xC

CH, R4 OCat+ | OCate

2]
em que Catt, m, B, A, W, Rs, R3, R4, Rg, € Y tém 0 mesmo significado que na
reivindicagdo 1.

5. Ativador de células T yd de acordo com a reivindicagdo 1,
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caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de Férmula (IV):

R3 -

| | I
HOCH;——W==C T A-—!E——B-—P—Y
R7 R4 Ocatr | O-Cate

- “m

awv)
em que Cat+, m, B, A, W, Rs, R3, R4, R4, R7, ¢ Y tém 0 mesmo significado
que na reivindicagdo 1.

6. Ativador de células T yd de acordo com a reivindiéage”lo 4 ou

5, caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de Férmula (VI):

e -y

R3 o
NV Y B N
HOCH; W_T T A B | Y
CH, R4 OCat+ | O-Cats
) o vD

em que Cat+, m, B, A, W, R3, R4, Rs, € Y t€m 0 mesmo significado que na
reivindicagdo 1.

7. Ativador de células T yd de acordo qualquer uma das
reivindicagles 1 a 3, caracterizado pelo fato de Rs ser -CH,-OH, -CHO, -CO-
CH; ou -CO-OCH;.

8. Ativador de células T yd de acordo com a reivindicagio 7,

caracterizado pelo fato de Rs ser -CH,-OH.

9. Ativador de células T yd de acordo qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 3, 7 e 8, caracterizado pelo fato de R; ser CH; ou um seu

grupo isostérico, tal como CH,F, CF,H ou CF;.

10. Ativador de células T yd de acordo com a reivindicagdo 9,

caracterizado pelo fato de R; ser CH.
11. Ativador de células T yd de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de A ser O.

12. Ativador de células T yd de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de A ser NH.

13. Ativador de células T y5 de acordo com qualquer uma das
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reivindicagdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de A ser CHF, CF, ou CH,.

14. Ativador de células T yd de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 13, caracterizado pelo fato de B ser O.

15. Ativador de células T yd de acordo com qualquer uma das

reivindicagles 1 a 14, caracterizado pelo fato de m ser 1.

16. Ativador de células T yd de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 15, caracterizado pelo fato de Y ser O Cat+ ou um

nucleosideo, preferivelmente O Cat+.
17. Ativador de células T y6 de acordo com a reivindicagido 5,

caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de formula (XII):

OH
P
N 0—P—0—P—0"Cat*
Cat* OCst* fp.01))

18. Ativador de células T y6 de acordo com a reivindicagdo 5,

caracterizado pelo fato de ser um composto de formula (XIII)
OH

0

I

N u—o—P—m:at‘

JTCE'(* (IJ'CEQ‘ oam

19. Ativador de células T yd de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 5, caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de

Férmula (XIV):

OH

P I I

ocat® OCatt
(xIv)y

20. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender um ativador de células T yd como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 19.

21. Ativador de células T y8 de acordo com qualquer uma das
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reivindicagdes 1 a 19, caracterizado pelo fato de ser um medicamento.

22. Uso de um ativador de células T y3 como definido em

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 19, caracterizado pelo fato de ser para a

manufatura de uma composi¢do farmacéutica para regular as células T y6 em
um individuo humano.
23. Uso de um ativador de células T y6 como definido em

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 19, caracterizado pelo fato de ser para a

manufatura de uma composi¢cdo farmacéutica para tratar um individuo
sofrendo de ou susceptivel de sofrer de um céncer, uma doenga infecciosa,
uma doenga autoimune ou uma doenga alérgica.

24. Uso de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado pelo

fato de dito cancer ser um tumor sélido.
25. Uso de um ativador de células T yd como definido em

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 19, caracterizado pelo fato de ser como

um adjuvante de vacina.

26. Composi¢cdo de vacina, caracterizada pelo fato de

compreender um ativador de células T Y6 como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 19, como um adjuvante de vacina.

27. Método de ativag@o de uma célula T yd, caracterizado pelo

fato de compreender trazer uma célula T y§ em contato com um ativador de
células T y& como definido em qualquer uma das reivindicag¢des 1 a 19.

28. Método de acordo com a reivindicagdo 27, caracterizado

pelo fato de as células T yd serem trazidas em contato com dito ativador de
células T yd in vitro.

29. Célula T y0, caracterizada pelo fato de ser ativada de

acordo com o método como definido nas reivindica¢des 27 ou 28.
30. Uso de uma célula T y0 como definida na reivindicagdo 29,

caracterizado pelo fato de ser para a manufatura de uma composi¢do

farmacéutica.
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RESUMO ‘

“ATIVADOR DE CELULAS T GAMADELTA, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, USO DE UM ATIVADOR DE CELULAS T
GAMADELTA, COMPOSICAO DE VACINA, METODO DE ATIVACAO
DE UMA CELULA T GAMADELTA, CELULA T GAMADELTA, E, USO
DE UMA CELULA T GAMADELTA” |

A presente invengdo refere-se a uma nova classe de compostos
tendo propriedades ativadoras das células y3T, referidos aqui como angelil ou
tiglil fosfoésteres, composi¢des compreendendo qualquer um destes
compostos e métodos para regular uma resposta imune em um individuo,

compreendendo a etapa de administrar estes compostos.



A requerente apresenta novas vias das reivindica¢Ges para melhor esclarecer e
definir o presente pedido e também da pagina 1 do relatério descritivo e do

resumo para harmonizagdo do titulo com as reivindica¢des emendadas.
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“ATIVADOR DE CELULAS T GAMA DELTA, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, USO DE UM ATIVADOR DE CELULAS T GAMA
DELTA, COMPOSICAO DE VACINA, E, METODO DE ATIVACAO DE
UMA CELULA T GAMA DELTA IN VITRO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invenc¢@o refere-se a uma nova classe de compostos

tendo propriedades ativadoras de células y3T, referidos aqui como angelil
fosfoésteres, composi¢des compreendendo qualquer um destes compostos e
métodos para regular uma resposta imune em um individuo, compreendendo a
etapa de administrar estes compostos.

FUNDAMENTOS DA INVENCAQO

A maioria das células y0T sangiiineas periféricas humanas
expressam um heterodimero y8TCR codificado por genes Vy9/V32, alguns
receptores de linhagem-NK para MHC classe I e quase nenhum CD4 nem
CD8. Estas c€lulas mostrou exibir forte atividade citolitica, restringida-MHC,
contra c€lulas infectadas por virus (Poccia et al. (1997), células infectadas por
parasita (Constant et al (1995)), ou células tumorais (Fournie et Bonneville
(1996). Estas células sdo também fisiologicamente ampliadas no contexto de
diversas doengas infecciosas ndo-relacionadas, tais como tuberculose,
maldria, tularemia, colibacilose e também por tumores de célula-B (para
recapitulacdo, vide Hayday, 2000.

Além de sua atividade antiinfecciosa, foi mostrado em ensaios
de citotoxicidade de curto termo que as células Vy9/V882 T sdo capazes de
lisar uma larga variedade de linhagens de células tumorais de origens muito
diversas: linfoma e leucemia de linhagens de célula-B, célula-T ou mielodides
(Fisch et al., 2000; Selin et al., 1992; Sicard et al., 2001; Sturm et al., 1990;
Zheng et al., 2001a), carcinoma de mama (Bank et al., 1993), glioblastoma
(Fujimiya et al., 1997; Yamaguchi et al., 1997), carcinoma de célula renal

(Choudhary et al., 1995; Kobayashi et al., 2001; Mitropoulos et al., 1994),
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REIVINDICACOES

1. Ativador de células T y9d, caracterizado pela férmula (I):
R
Rs—W =z G = G e A o P b p e Y

R, Ry Ocat | OCat
N - M

em que Cat+ representa um (ou diversos, idénticos ou diferentes) cation(s)

organico(s) ou mineral(ais) (incluindo préton);

m € um inteiro de 1 a 3;

B ¢ O, NH, ou qualquer outro grupo capaz do ser hidrolisado;

A é O, NH, CHF, CF, ou CH,, ou qualquer outro grupo
isostérico;

W é C-RgouN;

R; € um grupo (C;-Cs)alquila ou um grupo (C;-Cs)alquila ou
qualquer outro grupo isostérico tal como CFj;

R3, Ry, e R, idénticos ou diferentes, sdo um hidrogénio ou um
grupo (C;-Cs)alquila ou qualquer outro grupo isostérico tal como CFj;

Rs € uma (C,-Cj)acila, um aldeido, um (C;-Cj)alcool, ou um
(C5-Cs)éster; e

Y = O Cat+, um grupo C;-Csalquila, um grupo -A-R, em que
R € um grupo hidrocarboneto C;-Cs, linear, ramificado ou ciclico, aromatico
ou ndo, saturado ou insaturado, opcionalmente interrompido pelo menos por
um heterodtomo, em que dito grupo hidrocarboneto compreende uma alquila,
uma alquilenila, ou uma alquinila, preferivelmente uma aquila ou uma
alquileno, que pode ser substituido por um ou diversos substituintes
selecionados do grupo consistindo de: uma alquila, uma alquilenila, uma
alquinila, uma epoxialquila, uma arila, um heterociclo, um alc6xi, uma acila,
um alcool, um grupo carboxilico (-COOH), um éster, uma amina, um amino
grupo (-NH;), um amido (-CONH,), uma imina, uma nitrila, uma hidroxila (-

OH), um grupo (-CHO), um halogénio, uma halogenoalquila, um tiol (-SH),



10

15

2

uma tioalquila, uma sulfona, um sulféxido, e uma combinagio deles;

e em que o grupo Rs e o componente -CR;R4-A-[POOB] -

POOQOY de Férmula (II) sdo na configuragdo E (ou trans).

2. Ativador de células T yd de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de formula (II):

Re.

N

O
|
O-Cat+

Q
|
—P—Y
OCat+
m

(1D,

em que Cat+, m, B, A, Rs, R;3, Ry, Rg, R7, € Y tém 0 mesmo significado que na

reivindicagéo 1.

3. Ativador de células T yd de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de Férmula (III):

R3 o ] o
- | I i
RE——N=—C T T—-B——Ii'-——-‘r’
R7 R4 o-Cat+ | O-<Catt

- -'m

em que Cat+, m, B, A, Rs, R3, R4, R7, € Y t€m 0 mesmo significado que na
reivindicagdo 1.
4. Ativador de células T yd de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de Férmula (V):

Re | o o
| I I
R§——W=—x=C T At+—pP——B =Py
, Ré OCat+ | O-Cat+
- = m

M
em que Cat+, m, B, A, W, Rs, R3, R4, Rg, € Y tém 0 mesmo significado que na
reivindicagdo 1.

5. Ativador de células T y6 de acordo com a reivindicagdo 1,
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caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de Formula (IV):

R3 [ o )

| I |
HOCH;——W=x=C T A-—IE—B-—IE—Y
R7 R4 6-Cat+ O-Cat+

- 4m

aw)
em que Cat+, m, B, A, W, Rs, R;3, Ry, Rg, Ry, ¢ Y tém 0 mesmo significado

que na reivindicagéo 1.
6. Ativador de células T yd de acordo com a reivindicagdo 4 ou

5, caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de Férmula (VI):

- -y

R3 0 ﬁ
HOCH;——W e G e G e P 'I*
CH s[u O-Cat+ | O-Cat

- -~ m

(VD)
em que Cat+, m, B, A, W, R3, R4, Rg, € Y tém 0 mesmo significado que na
reivindicagdo 1.
7. Ativador de células T yd de acordo qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de Rs ser -CH,-OH, -CHO, -CO-
CH; ou -CO-OCH;.

8. Ativador de células T yd de acordo com a reivindicagio 7,

caracterizado pelo fato de Rs ser -CH,-OH.

9. Ativador de células T yd de acordo qualquer uma das

reivindicagGes 1 a 3, 5, 7 e 8, caracterizado pelo fato de R; ser CH; ou um seu

grupo isostérico, tal como CH,F, CF,H ou CF;.
10. Ativador de células T yd de acordo com a reivindicagdo 9,

caracterizado pelo fato de R; ser CHs.

11. Ativador de células T yd de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de A ser O.
12. Ativador de células T yd de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de A ser NH.

13. Ativador de células T y6 de acordo com qualquer uma das
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reivindicagdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de A ser CHF, CF, ou CH,.

14. Ativador de células T yd de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 13, caracterizado pelo fato de B ser O.

15. Ativador de células T Y6 de acordo com qualquer uma das

reivindicagles 1 a 14, caracterizado pelo fato de m ser 1.

16. Ativador de células T yd de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 15, caracterizado pelo fato de Y ser OCat+ ou um

nucleosideo, preferivelmente O Cat+.
17. Ativador de células T Y0 de acordo com a reivindicagéo 5,

caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de formula (XII’):

i1

HO ' |

\/Y\OMT—G—%—WF -
' OCat* OCat oar)

18. Ativador de células T y5 de acordo com a reivindicagio 5,

caracterizado pelo fato de ser um composto de formula (XIII’)

o) 0
Ho\/\[/\,gmcmgmocat*
Ll

19. Ativador de células T y5 de acordo com qualquer uma das

(xIr)

reivindicagdes 5, caracterizado pelo fato de dito ativador ser um composto de

Férmula (XIV?):

i

HO

\/\\\(\ﬂ_}[’_ 0—?— oCat*
OcCat® OCat

20. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

(XIV?)

compreender um ativador de células T Y6 como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 19.
21. Ativador de células T Y0 de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 19, caracterizado pelo fato de ser um medicamento.

22. Uso de um ativador de células T yd como definido em
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qualquer uma das reivindicagdes 1 a 19, caracterizado pelo fato de ser para a

manufatura de uma composigdo farmacéutica para regular as células T y§ em
um individuo humano.
23. Uso de um ativador de células T y8 como definido em

qualquer uma das reivindica¢des 1 a 19, caracterizado pelo fato de ser para a

manufatura de uma composi¢do farmacéutica para tratar um individuo
sofrendo de ou susceptivel de sofrer de um cancer, uma doenga infecciosa,
uma doenga autoimune ou uma doenga alérgica.

24. Uso de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado pelo

fato de dito cancer ser um tumor sélido.
25. Uso de um ativador de células T y8 como definido em

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 19, caracterizado pelo fato de ser como

um adjuvante de vacina.

26. Composi¢do de vacina, caracterizada pelo fato de

compreender um ativador de células T ¥ como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 19, como um adjuvante de vacina.
27. Meétodo de ativagdo de uma célula T yd in vitro,

caracterizado pelo fato de compreender trazer uma célula T Y8 em contato

com um ativador de células T y3 como definido em qualquer uma das

reivindicagGes 1 a 19.
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