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A INVENGAO REFERE-SE A UM COMPOSTO REPRESENTADO PELA SEGUINTE FORMULA (I): E
SEUS SAIS, ESTEREOISOMEROS, ENANTIOMEROS, PRO-FARMACOS E SOLVATOS
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DOENGAS ASSOCIADAS COM HDAC EM PARTICULAR DOENCAS TUMORAIS OU
PROLIFERATIVAS CELULARES. EM PARTICULAR, OS COMPOSTOS DA INVENGAO PODEM SER
UTILIZADOS COMO UM AGENTE CONTRA DOENCAS NEURODEGENERATIVAS E ATROFIA
MUSCULAR ESPINHAL (AME) HUMANA.
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RESUMO

"COMPOSTOS PARA A INIBIGAO DA HISTONA-DESACETILASE"

A invencdo refere-se a um composto representado

pela seguinte férmula (I):

@

e seus sails, estereoisdmeros, enantidmeros, prdé-farmacos e
solvatos farmaceuticamente aceitdveis. 0s compostos séo
GUteis como um agente para a intensificacdo do crescimento
de neurites e a prevencdo ou tratamento de doencas
associadas com HDAC em particular doencas tumorais ou
proliferativas celulares. Em particular, os compostos da
invencdo podem ser utilizados como um agente contra doencas
neurodegenerativas e atrofia muscular espinhal (AME) huma-

na.
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DESCRICAO

"COMPOSTOS PARA A INIBIGAO DA HISTONA-DESACETILASE"

CaMPO DA INVENGAO

A presente invencdo refere-se a novos compostos
que sdo Uteis como agentes para a prevencdo ou tratamento
de doencas associadas com a histona-desacetilase (HDAC), em
particular, doencas tumorais ou proliferativas celulares.
Eles também podem ser utilizados como agentes para intensi-
ficar o crescimento de neurites. Em particular, os compos-
tos da invencdo podem ser usados como agentes contra doen-
cas neurodegenerativas e atrofia muscular espinhal humana

(SMA) .

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

O DNA eucaridtico estda altamente organizado e
embalado no nucleo. A organizacdo e embalagem sdo atingidos
por meio da adicdo de proteinas, incluindo histonas nuclea-
res H2A, H2B, H3 e H4, que formam uma estrutura complexa, a
cromatina, conjuntamente com o DNA. A modificacdo de histo-
nas nucleares é de importéncia fundamental para mudancas
conformacionais da cromatina. O nivel de acetilacdo esté
relacionado com a atividade de transcricdo, e em seguida a
acetilacdo induz uma conformacdo aberta da cromatina, que
permite o acesso da maquinaria de transcricdo a promotores.

A histona-desacetilase (HDAC) e a histona-acetiltransferase
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(HAT) s&o enzimas gque influenciam a transcrigcdo de modo
seletivo da desacetilacdo ou acetilacdo dos grupos e€-amino
de lisina localizados perto dos terminais amino de protei-
nas histonas nucleares. HDAC é uma familia de 11 enzimas
(isoformas) que podem atuar como reguladores-mestres de
muitas doencas, incluindo cancro, porgque elas estdo envol-
vidas no controlo da expressdo do gene. A rutura de HDACs
tem sido associada a wuma grande variedade de cancros
humanos. As enzimas HDAC ou isoformas parecem estar envol-

vidas em muitos tipos diferentes de cancro.

O inibidores de histona-desacetilase (HDAC) estdo
a emergir como uma nova classe excitante de agentes anti-
cancerigenos potenciais para o tratamento de malignidades
sélidas e hematoldgicas. Nos ultimos anos, foi identificado
um numero crescente de inibidores de HDAC estruturalmente
diversos; eles inibem a proliferacdo e induzem a diferen-
ciacdo e/ou apoptose de células tumorais em cultura e em
modelos animais. A inibicdo de HDAC ¢é causa das histonas
nucleares acetiladas se acumularem ndo sbé em tecidos tumo-
rais mas também em normais, proporcionando um marcador
substituto para a atividade bioldgica de inibidores de HDAC
in vivo. 0Os efeitos de inibidores de HDAC na expressdo do
gene s&do altamente seletivos, conduzindo a ativacdo trans-
cricional de certos genes tais como o inibidor de cinase
dependente de ciclina ©p2lWAF1/CIP1 mas a repressdo de
outros. A inibicdo de HDAC ndo sé resulta na acetilacdo de
histonas, mas também de fatores de transcricdo tais como

P53, GATA-1 e recetor alfa de estrogénio. O significado
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funcional da acetilacdo de proteinas ndo-histonas e os
mecanismos precisos por meio dos quais os inibidores de
HDAC induzem a paragem do crescimento de células tumorais,
a diferenciacdo e/ou apoptose sdo atualmente o foco de
investigacdo intensiva. Os inibidores de HDAC atualmente em
ensaios clinicos tém mostrado atividade e representam uma
classe de agentes antitumorais molecularmente marcados com

potencial de eficédcia com base num novo mecanismo de acéo.

Um artigo de revisdo publicado em Medicinal
Research Reviews, 26(4) (2006) 397-413, indicou que tém
sido relatadas quatro classes de inibidores de HDAC, &acidos
gordos de cadeia curta, &cidos hidroxé&micos, benzamidas e
péptidos ciclicos. Compostos polares hibridos (HPCs) a base
de &cido hidroxamico sdo inibidores de HDAC, os quais indu-
zem a diferenciacdo em concentracdes micromolares ou infe-
riores (Journal of the National Cancer Institute, 92 (15)
(2-agosto-2000) 1210-1216). Pat. E.U.A. N° o6 174 905,
EP 0847992, JP 258863/96 e Pedido Japonés N° 10138957 reve-
lam derivados de benzamida gue induzem a diferenciacéo
celular e inibem a HDAC. WO 01/38322 revela compostos adi-
cionais gque servem como inibidores de HDAC. Foi relatado em
Hum. Genet., 120 (2006) 101-110, que a benzamida M344
regula em alta a expressdo da proteina SMN2 em células de
fibroblasto derivadas de pacientes de AME até 7 vezes apds
64 horas de tratamento. Foi relatado que o butirato de
sédio melhora a expressdo fenotipica num modelo de ratinho
transgénico de atrofia muscular espinhal e bulbar (Human

Molecular Genetics, 13(11) (2004) 1183-1192). Verificou-se
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que a tricostatina A, um inibidor de histona-desacetilase,
induz a degradacdo da ciclina D1 dependente de ubiguitina
em células de cancro da mama MCF-7 (Molecular Cancer, 5:8

(2006); este artigo estd disponivel em: http://www.molecu-

lar-cancer.com/content/5/1/8). A Pat. dos E.U.A. N° 7 169 801

revelou compostos que podem ser usados para inibir a histo-
na-desacetilase tendo a fdérmula Z-Q-L-M ou Z-L-M. A Pat.
dos E.U.A. N° 6 888 027 abrange uma familia de inibidores
de HDAC de sulfonamida incluindo PXD101l. A Patente Europeia
N° EP 1 301 184 abrange a utilizacdo de &cido valproico e
seus derivados como inibidores de HDAC no tratamento de
tumores sdlidos. EP-A-1 640 371 revela na paégina 6 o
composto Nymphaeol-C, o qual ¢é também conhecido por
Propolina G. Contudo, os substituintes nas posic¢cdes Ri1 e Ro
da Propolina G sdo OH.

C.-N. Chen et al., "COMPARISON OF RADICAL SCAVEN-
GING ACTIVITY, CYTOTOXIC EFFECTS AND APOPTOSIS INDUCTION IN
HUMAN, MELANOMA CELLS BY TAIWANESE PROPOLIS FROM DIFFERENT
SOURCES" EVIDENCE-BASED COMLEMENTARY AND ALTERNATIVE MEDI-
CINE", XX, XX, vol. 1, n® 2, 18 de agosto de 2004 (2004-08-
18), paginas 175185, XP009069460 revela sete composto de
ocorréncia natural, nomeadamente, Propolinas A a F, os
quais podem ser isolados a partir de prépolis.

T. Fukai et al., "CYTOTOXIC ACTIVITY OF LOW MOLE-
CULAR WEIGHT POLYPHENOLS AGAINST HUMAN ORAL TUMOR CELL
LINES", Anticancer Research, Helenic Anticancer Institute,
Atenas, 20 (4) (1 de Jjaneiro de 2000, 2000-01-01) 2525-
-2536, XP001 016407 1ISSN: 0250-7005 revela a atividade

citoldégica contra tumor normal e células infetadas por VIH
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de 150 polifenois naturais e sintéticos. Contudo, este
documento nunca ensina nem sugere que estes polifenois sé&o

eficazes como inibidores de HDAC.

Para além disso, ainda existe uma necessidade de
desenvolver uma nova classe de inibidores de HDAC para pre-

venir ou tratar cancros.

SUMARIO DA INVENCAO

O objetivo da invencdo é proporcionar um grupo de

compostos representados pela seguinte férmula (I):

@)

e seus sals, estereoisdmeros, enantidmeros e solvatos
farmaceuticamente aceitéaveis, 0s quais sdo compostos Uteis
como um agente para a intensificacdo do crescimento de
neurites e prevencdo ou tratamento de doencas associadas
com HDAC, em particular doencas tumorais ou proliferativas
de células. Em particular, os compostos da invencdo podem
ser usados como agentes contra doencas neurodegenerativas e

atrofia muscular espinhal (AME) humana.
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BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Fig. 1 - mostra as fotografias ao microscoédpio
das células Co de glioma de rato tratadas com diferentes

concentracdes de NBM-HD-1.

Fig. 2 - mostra o contetido de DNA das células C6

de glioma de rato analisadas por citometria de FACS.

Fig. 3 - mostra o grafico de electroforese dos
genes do ciclo celular das células Co6 de glioma de rato

tratadas com diferentes doses de NBM-HD-1.

Fig. 4 - mostra as fotografias de coloracdo imu-
nofluorescente e dados de RT-PCR de células C6 de glioma de

rato tratadas com NBM-HD-1.

Fig. 5 - mostra a <representacdo do exame de
Western Blot das células C6 de glioma de rato tratadas com

NBM-HD-1 e butirato de sdédio.

Fig. 6 - mostra a atividade relativa da inibicé&o
de HDAC em células C6 de glioma de rato tratadas com

NBM-HD-1 e butirato de sdédio.

Fig. 7 - mostra as fotografias ao microscoédpio
das células de cancro DBTRG-05MG de glioblastoma humano

tratadas com doses diferentes de NBM-HD-1.
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Fig. 8 - mostra as fotografias ao microscédpio
das células MCF-7 de cancro da mama humano tratadas com

diferentes doses de NBM-HD-1.

Fig. 9 - mostra que NBM-HD-1 inibiu marcadamente
o0 crescimento de células MCF-7 através da modulacdo do
ciclo celular parado na fase GO0/Gl de uma forma dependente

da dose.

Fig. 10 - mostra que NBM-HD-1 aumentou marcada-
mente a expressdo do gene p2lWAFl/CIPl de uma forma dependente

da dose.

Fig. 11 - mostra a <representacdo do exame de

Western Blot das células MCF-7 tratadas com NBM-HD-1.

Fig. 12 - mostra as fotografias do crescimento de

neurites dos neurdnios corticails tratados com NBM-HD-1.

Fig. 13 - mostra as fotografias ao microscépio
das células MCF-7 de cancro da mama humano tratadas com

concentracdes diferentes de NBM-HD-2.

Fig. 14 - mostra as fotografias ao microscoédpio
das células MCF-7 de cancro da mama humano tratadas com

concentracdes diferentes de NBM-HD-3.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invencdo diz respeito a novos compos-
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tos derivados de propolinas, que sdo Uteis como agentes
para a intensificacdo do crescimento de neurites e a pre-
vencdo ou tratamento de doencas associadas com HDAC em
particular doencas tumorais ou proliferativas celulares. Os
compostos da invencdo sdo potentes na inibicdo do cresci-
mento em células de cancro via diferenciacdo. Em particu-
lar, eles podem ser usados como agentes contra doencas neu-

rodegenerativas e atrofia muscular espinhal humana (AME).

COMPOSTOS DA INVENCAO

De acordo com o precedente, a presente invencdo
diz respeito a compostos representados pela seguinte foérmu-

la (I):

@
em que

Ri e Ry sdo, cada um independentemente, O-alquilo,
S-alquilo, NH-algquilo, O-alcenilo, S-alcenilo, NH-alcenilo,
O-alcinilo, S-alcinilo, NH-alcinilo, O-cicloalquilo Cz-Cs,
S-cicloalquilo Cz3-Cs, NH-cicloalquilo C3-Cg, O-anel monoci-
clico ou biciclico de 5 a 10 membros insaturado, O-benzilo,
S-anel monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros insatura-
do, NH-anel monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros in-
saturado, alquilo, alcenilo, alcinilo, cicloalquilo C3-Csg,

um anel monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros insatu-
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rado, ou um anel heterociclico de 5 a 10 membros saturado
ou insaturado compreendendo pelo menos um heterodtomo no
anel selecionado a partir do grupo constituido por N, O e
Sy ou

Ri1 e Rz podem em conjunto formar dioxolano;

Rz é O-alquilo, S-algquilo, NH-alguilo, O-alcenilo,
S-alcenilo, NH-alcenilo, O-alcinilo, S-alcinilo, NN-alcini-
lo, O-cicloalgquilo C3-Cs, S-cicloalguilo Csz-Cs, NH-cicloal-
quilo C3-Cg, O-anel monociclico ou biciclico de 5 a 10
membros i1nsaturado, O-benzilo, S-anel monociclico ou bici-
clico de 5 a 10 membros insaturado, NH-anel monociclico ou
biciclico de 5 a 10 membros insaturado, algquilo, alcenilo,
alcinilo, cicloalquilo C3-Cg, um anel monociclico ou bici-
clico de 5 a 10 membros insaturado, ou um anel heterocicli-
co de 5 a 10 membros saturado ou insaturado compreendendo
pelo menos um heterodtomo no anel selecionado a partir do
grupo constituido por N, O e S;

Ry é OH, 0OC(=0)alguilo, O-alquilo, S-alquilo, NH-al-
quilo, ©O-alcenilo, S-alcenilo, NH-alcenilo, O-alcinilo,
S-alcinilo, NH-alcinilo, O-cicloalquilo Cz-Cs, S-cicloal-
quilo C3-Csg, NH-cicloalguilo C3-Cs, O-anel monociclico ou
biciclico de 5 a 10 membros insaturado, O-benzilo, S-anel
monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros insaturado,
NH-anel monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros insatu-
rado, alguilo, alcenilo, alcinilo, cicloalgquilo C3-Cs, um
anel monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros insaturado,
ou um anel heterociclico de 5 a 10 membros saturado ou
insaturado compreendendo pelo menos um heterocdtomo no anel

selecionado a partir do grupo constituido por N, O e S;
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Rs é alquilo C4-Cis ou alcenilo Cs-Cis ndo substituido
ou substituido com um ou mais alquilo Ci1-Cs, OH, halogéneo,

CN, NO, N3, NHz, CHO, ORg, SRg, NRg, COORg,

aa

Re ¢ algquilo Cy-Ci2 ou alcenilo Cz-Ci2 ndo substituido
ou substituido com um ou mais alquilo Ci1-Cs, OH, halogéneo,

CN, NO, N3, NHz, CHO, ORs, SRg, NRg,

Ry ¢ hidrogénio, halogéneo, OH, NH;, COOH, CHO, CN,
NO, ou R7 e Rsg podem em conjunto formar uma ligacdo dupla,
um cicloalquilo C3-Cs, ou um anel heterociclico de 5 a 10
membros compreendendo pelo menos um heterodtomo selecionado
a partir do grupo constituido por N, 0 e S;

Rs é hidrogénio, halogéneo, OH, NH,, COOH, CHO, CN ou
NO;

Re é fenilo, C(=0)R1% ou C(=0)0ORI1%; e

R10 & OH, NHOH ou NHz;

em que ambos Rs e Rs ndo sdo simultaneamente alquilo

ou alcenilo ndo substituido;

ou seus sals, estereoisdmeros, enantidmeros e solvatos

farmaceuticamente aceitéveis.
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No contexto da presente especificacdo, o termo
"alquilo" significa cadeias de hidrocarboneto lineares ou
ramificadas. O grupo alguilo ¢é preferivelmente alquilo
C1-C10. Preferivelmente, o numero de &atomos de carbono do
alguilo é selecionado a partir do grupo constituido por 1 a
8; mais preferivelmente, é algquilo Ci1-Cs ou alguilo Ci1-Cs.
Exemplos de grupos alquilo incluem metilo (-CHz), etilo
(-CH2CHz) , propilo (-CH,CH2CHs), isopropilo (CHz):CH e butilo

(-Cs4Ho) .

No contexto da presente especificacdo, o termo
"alcenilo" significa grupos hidrocarbonetos insaturados de
cadeia nédo s6 linear mas também ramificada, em que a insa-
turacdo estd presente apenas como ligacdes duplas. De acor-
do com a invencdo, o alcenilo inclui uma ou mais ligacdes
duplas. O alcenilo ¢é preferivelmente alcenilo C,-Cis. Mais
preferivelmente, o numero de &tomos de carbono do alcenilo
¢ gselecionado a partir do grupo constituido por 2 a 12.
Exemplos de grupos alcenilo incluem etenilo (-CH=CH»),
propenilo (-CH=CHCHz ou -CHyCH=CH;), butenilo (-CH,CH=CHCHs
ou -CH=CHCH»CHsz ou -CHyCH,CH=CHz), -CHyCH=C (CHs)CHsz, -CHz-

-CH=CH-CH;CH»-CH=CH-CH3s e -CH,CH=C (CH3) -CH2CH2—-CH=C (CH3) -CH3.

No contexto da presente especificacdo, o termo
"alcinilo" significa grupos hidrocarbonetos insaturados né&o
s6 de cadeia linear mas também ramificada, em que a insatu-
racdo estéd presente somente como ligacdes triplas. Preferi-
velmente, o numero de Adtomos de carbono de alcinilo é sele-

cionado a partir do grupo constituido por 2 a 8. Mais pre-
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ferivelmente, alcinilo é alcinilo C2-Cs ou alcinilo C-Caua.
Exemplos de grupos alcinilo incluem propinilo (por exemplo,

-CH2C=CH) .

No contexto da presente egpecificacdo, o termo
"cicloalguilo" significa um anel alifatico (anel carboci-
clico saturado). Preferivelmente, o numero de &tomos de
carbono do cicloalquilo é selecionado do grupo constituido
por 3 a 8. Exemplos de grupos cicloalgquilo incluem ciclo-

propilo, ciclobutilo, ciclopentilo e ciclo-hexilo.

No contexto da presente especificacdo, o termo
"anel monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros insatura-
do" significa sistema de anel monociclico ou biciclico
(fundido ou de outra forma) de 5 a 10 membros insaturado,

exemplos dos quais incluem fenilo e naftilo.

No contexto da presente esgpecificacdo, o termo
"anel heterociclico de 5 a 10 membros saturado ou insatura-
do compreendendo pelo menos um heterodtomo no anel selecio-
nado a partir do grupo constituido por N, O e S" significa
um sistema de anel heterociclico de 5 a 10 membros saturado
ou insaturado compreendendo pelo menos um hetero&dtomo no
anel selecionado a partir de azoto, oxigénio e enxofre, es-
tando cada grupo facultativamente substituido por pelo
menos um substituinte selecionado a partir de nitro, hidro-
xilo, oxo, halogéneo, carboxilo, algquilo Ci-Cs, alcoxi
C1-Cs, alquil Ci-Ce-tio, alquil Ci-Cs-carbonilo, alcoxi

Ci-Cs-carbonilo e fenilo. Exemplos do anel heterociclico
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incluem piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirrolilo,
pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo, oxazolilo, isoxazolilo,
tiadiazolilo, oxadiazolilo, tienilo, furanilo, quinolinilo,

isoquinolinilo, e outros semelhantes.

No contexto da presente especificacdo, o termo

"halogéneo" significa fltor, cloro, bromo e iodo.

No contexto da presente especificacdo, o termo
"sal farmaceuticamente aceitédvel”" inclui aqueles formados
com Acidos e bases ndo sé6 orgadnicos mas também inorganicos.
Os sais de adicdo de &cido farmaceuticamente aceitéveis
incluem aqueles formados a partir de &acidos minerais tais
como: &acidos cloridrico, bromidrico, sulftrico e fosfoérico;
e A&cidos orgédnicos tais como: &cidos citrico, tartarico,
latico, pirtvico, acético, trifluoroacético, succinico,
oxalico, fdérmico, fumarico, maleico, oxaloacético, metanos-
sulfénico, etanossulfdédnico, p-toluenossulfdédnico, benzenos-
sulfénico e isetidnico. Os sais de base farmaceuticamente
aceitdveis incluem sals de aménio, sals de metals alcalinos
tais como os de sdédio e potéssio, sais de metais alcalino-
terrosos tais como os de calcio e magnésio e sais com bases
orgénicas, incluindo sais de aminas primarias, secundéarias

e terciéarias.

No contexto da presente especificacdo, o termo
"pré-fadrmaco”" significa um composto que € convertido no
interior do corpo, por exemplo, por hidrélise no sangue, na

sua forma ativa que tem efeitos médicos.
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No contexto da presente egpecificacdo, o termo
"solvato" significa um complexo que compreende o composto
da invencdo e um solvente no qual eles vdo reagir ou a

partir do qual eles sdo precipitados ou cristalizados.

No contexto da presente especificacdo, o termo
"estereoisbdmeros" significa moléculas isoméricas cuja
conectividade atdémica ¢é a mesma, mas cujo arranjo atdmico

no espago ¢ diferente.

No contexto da presente especificacdo, o termo
"enantidémeros" significa estereoisdmeros que sdo imagens de
espelho completas n&do sobreponiveis um do outro, tanto
quanto as mdos direita e esquerda de uma pessoa sdo "o

mesmo", mas opostas.

De acordo com uma forma de ©realizacdo dos
compostos de fédrmula (I) da invencédo, preferivelmente, Ri e
Rz sd&o cada um independentemente O-alquilo Ci-Ce¢, O-fenilo
ou O-benzilo ou Ri1 e Ry em conjunto formam dioxaleno. Mais
preferivelmente, Ri e Ry sédo cada um independentemente OCHs,

OCH»CHs, OCH2CH2CH3, O-fenilo ou O-benzilo.

De acordo com uma forma de realizacdo dos compos-

tos de férmula (I) da invencédo, preferivelmente, Rs é
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s

De acordo com uma forma de realizacdo dos compos-—

tos de férmula (I) da invencdo, preferivelmente, Rs é

De acordo com a invencédo, o composto de férmula
(I) preferido da invencdo ¢ selecionado a partir do grupo

constituido por:
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A presente invencdo também diz respeito a um

estereoisbdmero de acordo com o composto de fédrmula (I), e é

representado pela seguinte fdérmula (II):

(D

em que Ri, Rz, Rz, Rs, Rs, Rs, Ry e Rs sdo definidos como os

da férmula (I).

De acordo com uma forma de realizacdo mais

preferida da invencéo,

o composto de férmula (I) é aquele

que tem a seguinte férmula (III), (IV), (V) ou (VI):
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De acordo com a invencdo, os compostos de férmula
(I) da invencdo podem inibir a HDAC e por conseguinte podem
ser usados como agentes para a prevencdo ou tratamento de
doencas associadas com a histona-desacetilase (HDAC). Além
disso, os compostos da invencdo inibem significativamente o
crescimento de maltiplas linhas celulares de cancro, inclu-
indo as células C6 de glioma de rato, glioblastoma humano,
células de cancro da mama humano, células de leucemia
humana, e as células de melanoma humano. O mecanismo para a
inibicdo do crescimento de células de cancro pode ser pela
via da diferenciacdo, em especial via diferenciacdo induzi-
da e expressdo do gene regulador do ciclo celular regulado,
incluindo os de p2l e ciclina Bl. Além disso, 0s compostos
de férmula (I) da invencdo podem mediar a diferenciacéo
neuronal de células-tronco neurais e por conseguinte podem

ser usados como agentes contra doencas neurodegenerativas.

Para os usos terapéuticas dos compostos da inven-
cdo, a dosagem administrada iréa, evidentemente, variar com
o composto empregue, o modo de administracdo, o tratamento
desejado e a desordem indicada. A dosagem didria do compos-—
to de férmula (I) pode estar no intervalo desde 1 mg/kg até
40 mg/kg. A invencdo proporciona métodos de inibicdo de
HDAC, tratamento de tumor ou de doenca proliferativa celu-
lar, doencas neurodegenerativas e atrofia muscular espinhal
humana, e intensificacdo do crescimento de neurites num
individuo, compreendendo a administracdo ao individuo duma
quantidade terapeuticamente eficaz dos compostos da inven-

cdo, respetivamente.
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SINTESE GERAL DOS COMPOSTOS DE FORMULA I DA INVENCAO

Os compostos da presente invencdo podem ser pre-
parados por dquaisquer meios convencionais. O0s processos
adequados para a sintese destes compostos sdo proporciona-
dos nos exemplos. Geralmente, os compostos de férmula I
podem ser preparados de acordo com um dos esquemas de

sintese descritos abaixo:

Bsquems 1
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Esquema 3
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Esquema 7
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s

A metilacdo de Ri, Rz, Rz e Ry dos compostos de
férmula (I) pode ser feita pelo seguinte procedimento: mis-
tura do reagente, KyCOz e acetona com Me»SOs e agquecimento e

agitacdo da solucdo; o refluxo da solucdo resultante sob
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uma atmosfera controlada (por exemplo, sob N») Durante um
periodo; apds a remocdo do solvente organico, dissolucédo do
residuo numa determinada solucdo orgénica e lavagem com
dgua; secagem da camada organica por evaporacdo sob presséo
reduzida e purificacdo do produto por uma coluna de gel de

silica (EtOAc:n-hexano = 1:4).

A adicdo de OH a uma ligacdo dupla em Rs ou Rs
pode ser feita pelo seguinte procedimento: adicdo da solu-
cdo de reagente em THF a H250z num banho de gelo; apds a
adicdo, agitacdo da solucdo durante um periodo e em seguida
diluicdo com &gua; extracdo da mistura com uma solucdo
orgénica adequada, por exemplo, CHyCl,; secagem das camadas
orgdnicas combinadas por evaporacdo sob pressido reduzida
para dar um residuo, e purificacdo do residuo por uma

coluna de gel de silica (MeOH 0-3%/CHCly).

A preparacdo de compostos 6a-e e Ta-e foi mos-
trada nos Esquemas 1 e 2 descritos. A Propolina G, que & um
derivado de propolina conhecido na técnica, foi metilada,
acetilada, regiosseletivamente metilada e benzilada com as
condicdes de reacdo correspondentes para se produzirem oS
compostos 2-5, e seguido por hidratacdo &cida de compostos
1-5 proporcionou as di-hidroflavonas alvo 6a-e, respetiva-
mente. A oxidacdo com diacetato de iodobenzeno seguida por
hidratacdo acida de compostos 1-5 produziu as corresponden-

tes flavonas Ta-e.

Os compostos l1l0a-e e l1l2a-e foram preparados con-
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forme delineado no Esquema 3. A reducgdo com tetra-hidreto-
borato de sdédio seguida por desidratacdo de compostos 1-5
deu os correspondentes compostos 9a-e. A hidratacdo &cida
de 9a-e produziu os compostos alvo l0a-e, respetivamente. A
epoxidacdo com MCPBA de compostos 9a-e proporcionou os epd-
xidos lla-e, e a subsequente reacdo nucleofilica com aminas
correspondentes tais como metilamina, etilamina e ben-

zilamina produziu compostos alvo l2a-e, respetivamente.

Os compostos 14-17 foram sintetizados conforme
descrito no Esquema 4. A reacdo de Mitsunobu de 10b deu a
azida desejada 13 e a subsequente reacdo com sdédio conver-
teu a azida a amina tercidria 14. A bromacdo com tribrometo
de fésforo, tiolacdo com tiofenol (PhSH) e a cloracdo com
cloreto de tionilo do composto 10b produziram o brometo 15,

tioléter 17 e cloreto 16, respetivamente.

Os compostos 1l8a-d e 19a-d foram preparados con-
forme descrito no Esquema 5. A acilacdo do composto 10b com
cloretos de acilo correspondentes tais como de acetilo,
propionilo, benzoilo e isobutirilo deu os compostos 18a-d,
respetivamente. A alquilacdo do composto 10b com os corres-
pondentes iodetos de alquilo tais como iodetos de metilo,
etilo, benzilo e isopropilo proporcionou o0s compostos

19a-d, respetivamente.

O composto 22 foi sintetizado conforme mostrado
no Esquema 6. A reacdo do &lcool terciario do composto 6b

com bromoacetato de etilo, sob condicdo de hidreto de
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sbédio, deu o composto 20. A hidrdlise basica do composto 20
produziu o composto 21 e a reacdo seguinte com hidroxilami-

na produziu o acido hidroxadmico 22.

Os &cidos hidroxamicos 28a-e foram preparados
conforme descrito no Esquema 7. A reacdo do composto 1 com
ortoformato de trimetilo sob condicgdes &cidas deu o aceto-
nido 23 e a alquilacdo subsequente com iodetos de alquilo,
tais como de metilo, isopropilo e benzilo, ou acilacdo com
cloreto de benzoilo e anidrido acético proporcionou oS com-
postos 24a-e, respetivamente. A hidratacdo acidica de duas
olefinas terminais de compostos 24a-e proporcionou 0s com-
postos 2b5a-e e a reacdo subsequente com bromoacetato de
etilo deu os compostos 26a-e. A hidrdlise basica de compos-—
tos 26a-e produziu os compostos 27a-e e a reacdo subse-
quente com hidroxilamina produziu os &cidos hidroxédmicos

28a-e, respetivamente.

CoMPOSICAO FARMACEUTICA DA INVENCAO

Os compostos de foérmula (I) e seus sais, estereo-
isémeros, enantidmeros e solvatos farmaceuticamente aceité-
veis podem ser usados por si sbdés mas geralmente serdo admi-
nistrados na forma de uma composicdo farmacéutica na qual o
composto/sal/solvato de férmula (I) (ingrediente ativo)
estd em associacdo com um adjuvante, diluente ou agente de
suporte farmaceuticamente aceitével. Dependendo do modo de
administracdo, a composicdo farmacéutica compreenderéd pre-
ferivelmente de 10 a 30% m/m (por cento em massa), mais

preferivelmente de 30 a 50% m/m, ainda mais preferivelmente
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de 50 a 70% m/m, e ainda mais preferivelmente de 70 a 100%
m/m, do ingrediente ativo, estando todas as percentagens em
massa baseadas na composicdo total. Além disso, a composi-
cdo farmacéutica da invencédo pode ainda compreender outros
agentes para a prevencdo ou tratamento de doencas associa-

das com a histona-desacetilase (HDAC).

As composicdes farmacéuticas podem ser adminis-
tradas sistemicamente, por exemplo, por administracdo oral
na forma de comprimidos, capsulas, xaropes, pdsS ou granu-
los; ou por administracdo parentérica na forma de solucbes
ou suspensdes; ou por administracdo subcutdnea; ou por
administracdo retal na forma de supositdérios; ou por via

transdérmica.

Os compostos e composicdes farmacéuticas da
invencdo sdo um inibidor de HDAC e podem ser retidos por
muito tempo nas células e induzir continuamente a acetila-
cdo da histona H4. Eles sdo inibidores de HDAC que induz a
diferenciacdo de células e de células-tronco neurais. Além
disso, os compostos da invencdo inibem significativamente a
atividade de HDAC. Os compostos da invencdo diminuem signi-
ficativamente as fases ndo sé S mas também G2/M das células
de uma forma dependente da dose e alteram a morfologia das
células cancerosas. Por conseguinte, os compostos da inven-
cdo podem tratar doencas tumorais e proliferativas celula-
res. Além disso, os compostos da invencdo podem intensifi-
car o crescimento de neurites e tratar doencas neurodegene-

rativas e atrofia muscular espinhal humana (AME).
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EXEMPLOS

Os exemplos seguintes ilustram os métodos prefe-

ridos para a sintese e a utilizacdo dos compostos:

ExEMPLO 1
Preparacdo de 3',4',5,7-tetrametil-propolina G (2)

A uma mistura de Propolina L (1,5 g, 10,16 mmol),
K2COsz (16,27 g, 117,89 mmol) e acetona (280 mL) foi adicio-
nado Me»S504 (15,76 mL, 126 mmol) e a solucdo resultante foi
aquecida em refluxo sob azoto durante 24 h. Apds remocdo do
solvente orgdnico, o vresiduo foi dissolvido em CHyCly
(80 mL) e lavado com H;O (40 mL x 3). As camadas de CH:Cl:
foram secas sobre NazS0s4 e evaporadas sob pressdo reduzida.
O residuo obtido foi purificado por uma coluna de gel de
silica (EtOAc:n-hexano = 1:6) para dar o composto 2
(4,00 g, 72%): 'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7,26 (1H, d, J =
8,6 Hz), 6,86 (1H, d, J = 8,6 Hz), 6,27 (1H, s), 5,50 (1H,
dd, 0= 2,5, 13,5 Hz), 5,14-5,11 (1H, m), 5,11-5,10 (1H,
m), 5,02-4,99 (1H, m), 3,87 (3H, s), 3,83 (3H, s), 3,79
(6H, s), 3,50 (1H, dd, J = 6,6, 15,2 Hz), 3,43 (1H, dd, J =
5,8, 15,2 Hz), 3,00 (1H, dd, J = 13,5, 16,7 Hz), 2,68 (1H,
dd, g = 2,6, 16,7 Hz), 2,00-1,92 (2H, m), 1,75 (3H, s),
1,70 (3H, s), 1,65 (3H, s), 1,60 (3H, s), 1,52 (3H, s);
13C-NMR (100 MHz, CDCls3) & 189,4 (s), 164,0 (s), 163,3 (s),
159,6 (s), 153,0 (s), 147,2 (s), 135,6 (s), 134,2 (s),
131,5 (s), 131,3 (s), 129,8 (s), 124,1 (d), 122,8 (d),
122,7 (d), 122,1 (d), 118,2 (s), 110,3 (d), 108,7 (s), 95,6
(d), 75,9 (d), 61,8 (q), 60,7 (q), 55,7 (q), 55,7 (gq), 45,1
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(t), 39,6 (t), 26,6 (t), 25,7 (q), 25,6 (q), 24,9 (t), 22,0
(t), 17,7 (q), 17,6 (q), 16,3 (q); HRESIMS: calculado para

C34H4406 548,3142, encontrado 548,3140.

EXEMPLO 2

Preparacdo de 6-(2-hidroxi-2-metilbutil)-2'-(7-hidroxi-3,7-

-dimetiloct-2-enil)-3',4"',5,7-tetrametoxiflavanona (6b)

A uma solucdo do composto 2 (7 g, 12,77 mmol) em
THE (170 mL), H2S0s4 49% (140 mL) foi adicionado num banho
de gelo. Apds adicdo completa, a mistura de reacdo foi agi-
tada a temperatura ambiente durante 8 h e, em seguida,
diluida com H20. A mistura de reacdo foli extraida com CHCl;
(100 mL x 3). As camadas orgédnicas combinadas foram secas
sobre Na»S0:z e evaporadas sob pressdo reduzida para darem
um residuo, o qual foi purificado por uma coluna de gel de
silica (n-hexano:EtAcO = 1:1~1:3) para dar o &6leo puro 6b
(2,30 g, 34%). 'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7,27 (1H, d, J =
8,6 Hz), 6,87 (l1H, d, J = 8,6 Hz), 6,28 (1H, d, J = 2,6
Hz), 5,49 (1H, dd, J = 2,4, 13,6 Hz), 5,05 (1H, t, J = 6,0
Hz), 3,87 (3H, s), 3,84 (3H, s), 3,79 (6H, s), 3,52 (1H,
dd, 0= 5,5, 15,2 Hz), 3,43 (1H, dd, J = 7,6, 15,2 Hz),
2,97 (1H, dd, J = 8,0, 16,7 Hz), 2,70-2,59 (3H, m), 1,93
92H, t, J = 6,4 Hz), 1,65 (3H, s), 1,64-1,60 (2H, m), 1,41-
1,32 (4H, m), 1,25 (6H, s), 1,15 (3H, s), 1,14 (3H, s);
13C-NMR (100 MHz, CDCls) 189,4 (s), 164,0 (s), 163,3 (s),
159,6 (s), 153,0 (s), 147,2 (s), 135,6 (s), 134,2 (s),
131,5 (s), 131,3 (s), 129,8 (s), 124,1 (d), 122,8 (d),
122,7 (d), 122,1 (d), 118,2 (s), 110,3 (d), 108,7 (s), 95,6
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(d), 75,9 (d), 61,8 (q), 60,7 (q), 55,7 (q), 55,7 (gq), 45,1
(t), 39,6 (t), 26,6 (t), 25,7 (q), 25,6 (q), 24,9 (t), 22,0
(t), 17,7 (q), 17,6 (q), 16,3 (q); HRESIMS: calculado para
C3sH480s (M) 584,3338, encontrado 584,3344.

ExXEMPLO 3
Preparagcdo de 6-geranil-3',4',5,7-tetrametoxiflavanona (30)

A mistura de 29 (Propolina C, 128 mg, 0,31 mmol),
K2CO3z (431 mg, 3,1 mmol) e acetona (15 mL) foi adicionado
Me»SOs (0,25 mL, 2,48 mmol) e a solucdo resultante foi
aquecida em refluxo sob azoto durante 24 h. Apds remocdo do
solvente orgadnico, o vresiduo foi dissolvido em CHyCly
(50 mL) e lavado com H»O (50 mL x 3). A camada orgadnica foi
seca sobre NayS0s4 e evaporada sob pressdo reduzida. O resi-
duo obtido foi purificado por uma coluna de gel de silica

(EtOAc:n-hexano =1:4) para dar o composto 33 (107 mg, 72%).

o\

lH-NMR (400 MHz, CDCls) 6,99-6,97 (2H, m), 6,88 (l1H, d, J =
8,8 Hz), 6,31 (1H, s), 5,33 (1H, dd, J = 2,8, 13,3 Hz),
5,11 (1H, td, J =1, 6,9 Hz), 5,04 (1H, td, J = 1,3, 5,5
Hz), 3,90 (3H, s, OMe), 3,88 (3H, s, OMe), 3,81 (3H, s,
OMe), 3,80 ( 3H, s, OMe), 3,34 (1H, dd, J = 7,2, 14,1 Hz),
3,26 (1H, dd, J = 7,2, 14,1 Hz), 3,02 (1H, dd, J = 13,3,
16,7 Hz), 2,74 (1H, dd, J = 2,8, 16,7 Hz), 2,04-2,00 (2H,
m), 1,96-1,92 (2H, m), 1,74 (3H, s), 1,62 (3H, s), 1,55
(3H, s); 3C-NMR (100 MHz, CDCls) 189,1 (s), 164,1 (s),
163,0 (s), 159,4 (s), 149,5 (s), 149,4 (s), 131,3, 131,2
(s), 124,4 (d), 122,9 (d), 118,9 ( d), 109,5 (d), 108,9
(s), 95,7 (d), 79,2 (q), 61,9 (q), 56,1 (q), 56,0 (q), 55,9
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(@), 45,6 (t), 39,8 ( t), 26,7 (t), 25,7 (s), 22,0 (t),
17,7 (q), 16,1 (q); HRESIMS: calculado para CzoH3sOs (M)

480,2510, encontrado 480,2511.

ExEMPLO 4

Preparacgdo de 6-(2,6-di-hidroxi-2,6-dimetil-octil) -

-3',4'",5,7-tetrametoxiflavanona (31)

A uma solucdo do composto 30 (80 mg, 0,17 mmol)
em THEF (6 mL), H2S0s4 49% foi adicionado num banho de gelo.
Apbds adicdo completa, a mistura de reacdo foi agitada a
temperatura ambiente durante 8 h e, em seguida, diluida com
H»0. A  mistura de reacao foi extraida com CHCl,
(50 mL x 3). As camadas orgadnicas combinadas foram secas
sobre Na;S0sz e evaporadas sob pressdo reduzida para darem
um residuo, o qual foi purificado por uma coluna de gel de
silica (MeOH 0-3%/CH;Cl;) para dar o &6leo puro 31 (44 mg,
50%) . H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 6,99-6,97 (2H, m), 6,88
(l1H, d, J = 8,8 Hz), 6,31 (1H, s), 5,33 (1H, dd, J = 2,8,
13,3 Hz), 3,90 (3H, s, OMe), 3,88 (3H, s, OMe), 3,84 (3H,
s, OMe), 3,82 (3H, s, OMe), 3,02 (1H, dd, J = 13,3, 16 Hz),
2,75 (1H, dd, J = 2,8, 16 Hz), 2,62-2,58 (2H, m), 1,63-1,59
(7H, m), 1,49-1,48 (2H, m), 1,23 (3H, s), 1,22 (3H, s),
1,21 (3H, s); '3C-NMR (100 MHz, CDCls) 189,1 (s), 164,1 (s),
163,0 (s), 159,4 (s), 149,5 (s), 149,4 (s), 131,2 (s),
119,0 (d), 118,9 (d), 111,3 (d), 109,5 (d), 108,9 (s), 95,8
(dy, 72,9 (s), 71,1 (s), 62,1 (q), 56,0 (q), 55,9 (gq), 45,5

(t), 44,5 (v), 42,3 (t), 42,1 (t), 41,5 (t), 29,4 (q), 29,3
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(99, 26,9 (a), 26,8 (q), 18,8 (t), 17,5 (t); HRESIMS

calculado para (M-18) 498,2602, encontrado 498,2610.

ExEMPLO 5
Preparagdo de Propolina A (33)

A uma solucdo de Propolina D (Composto 32,
100 mg, 0,24 mmol) em THF (6 mL), H2S0s4 49% foi adicionado
num banho de gelo. Apds adicdo completa, a mistura de
reacdo foil agitada a temperatura ambiente durante 8 h e em
seguida diluida com H20. A mistura de reacdo foi extraida
com CHzClz; (50 mL x 3). As camadas orgénicas combinadas
foram secas sobre Na»S0s e evaporadas sob pressédo reduzida
para dar um residuo, o qual foi purificado por uma coluna
de gel de silica (MeOH 0-3%/CHzCl;) para dar o bleo puro 33
(42 mg, 40%). 'H-NMR (400 MHz, MeOD) 6,87 (1H, d, J = 8,4
Hz), 6,71 (1H, 4, J = 8,4 Hz), 5,88 (2H, dd, 0= 1,9, 3,3
Hz), 5,47 (1H, dd, J = 2,6, 13 Hz), 5,12 (1H, dd, J = 5,7,
6,7 Hz), 3,47 (2H, d, J = 6,6 Hz), 3,10 (1H, dd, J = 13,4,
17 Hz), 2,60 (1H, dd, 0 =2,7, 17,1 Hz), 1,94 (1H, dd, J =
6,6, 13,4 Hz), 1,64 (1H, d, J = 0,5 Hz), 1,43-1,41 (2H, m),
1,37-1,34 (2H, m), 1,13 (3H, s), 1,12 (3H, s); 13C-NMR
(100 MHz, CDCls) 198,2 (s), 168,5 (s), 168,4 (s), 165,5
(s), 165,4 (s), 165,2 (s), 146,5 (s), 144,5 (s), 135,8 (s),
129,7 (s), 128,2 (s), 124,7 (d), 118,7 (d), 113,6 (d),
103,2 (s), 97,1 (d), 96,2 (d), 77,8 (d), 71,5 (s), 44,3
(t), 43,7 (t), 41,2 (t), 29,2 (q), 29,1 (q), 25,4 (t), 23,7
(t), 16,2 (t).
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EXEMPLO 6
3',4',5,7-Tetra-acetil-propolina D (34)

A uma solucdo de Propolina D (Composto 32,
124 mg, 0,29 mmol) em piridina (4 mL) foi adicionado ani-
drido acético (2 mL) e a mistura de reacdo foi agitada a
temperatura ambiente durante 6 h. EtOAc (25 mL) foi adicio-
nado a mistura de reacdo e a mistura foi lavada com HC1
0,1 N (10 mL x 3). A camada orgdnica foi seca sobre Na»504
e evaporada sob pressdo reduzida para dar um residuo. O
residuo foi purificado através de uma coluna de gel de
silica (CHzCl;) para se obter o 6leo 34 puro (139 mg, 80%).
1H-NMR (400 MHz, CDCls3) 7,49 (1H, d, J = 8,6 Hz), 7,18 (1H,

d, J=8,6 Hz), 6,72 (1H, d, J = 2,2 Hz), 6,53 (1H, d, J
2,2 Hz), 5,60 (1H, dd, J = 2,5, 13,8 Hz), 5,01 (1H, td, J =
5,3, 4,6 Hz), 4,94 (1H, td, J= 1,0, 5,8 Hz), 3,35 (1H, dd,
J= 1,1, 15,7 Hz), 3,26 (1H, dd, J = 5,3, 15,5 Hz), 2,98
(1, dd, J = 13,8, 16,8 Hz), 2,36 (3H, s), 2,27 (6H, s),
2,26 (s, 3H), 2,02-1,91 (5H, m), 1,64 (3H, s), 1,62 (3H,
s), 1,55 (3H, s); !3C-NMR (100 MHz, CDCls).188,8 (s), 169,2
(s), 168,1 (s), 168,0 (s), 167,9 (s), 163,2 (s), 155,9 (s),
151,3 (s), 142,8 (s), 140,9 (s), 137,0 (s), 135,2 (s),
133,5 (s), 131,6 (s), 124,5 (d), 123,9 (d), 121,6 (d),
120,7 (d), 111,6 (s), 110,7 (d), 109,0 (d), 76,1 (d), 44,8
(t), 39,4 (t), 26,5 (t), 25,6 (t), 25,5 (q), 21,1 (q), 21,0
(a), 20,7 (q), 20,3 (q), 17,7 (q), 16,3 (q).

ExEmMPLO 7
3',4',5,7-Tetrametil-propolina D (35)

A mistura de 32 (128 mg, 0,31 mmol), KzCOz
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(431 mg, 3,1 mmol) e acetona (15 mL) foi adicionado Me;S04
(0,25 mL, 2,48 mmol) e a solucdo resultante foi agquecida em
refluxo sob azoto durante 24 h. Apds remocdo do solvente
orgénico, o residuo foi dissolvido em CHzCly (50 mL) e
lavado com H0 (50 mL 3). A camada orgadnica foi seca sobre
Na»S04 e evaporada sob pressdo reduzida. O residuo obtido
foi purificado por uma coluna de gel de silica (EtOAc:
n-hexano =1:4) para dar o composto 35 (107 mg, 72%). 'H-NMR
(400 MHz, CDCls3) 7,26 (1H, d, J = 8,6 Hz), 6,85 (1H, d, J =
8,6 Hz), 6,10 (1H, d, J = 2,3 Hz), 6,07 (1H, d, J = 2,3
Hz), 5,34 (1H, dd, J = 2,6, 13,5 Hz), 5,04 (1H, td, J =
5,3, 4,6 Hz) , 4,99 (1H, td, J=1,0, 5,8 Hz), 3,88 (3H, s),
3,86 ( 3H, s), 3,80 (3H, s), 3,74 (3H, s), 3,46 (1H, dd, J
= 6,6, 15,2 Hz), 3,44 (1H, dd, J = 5,8, 15,2 Hz), 3,02 (1H,
dd, J = 13,5, 16,5 Hz), 2,69 (1H, dd, J = 2,6, 16,5 Hz),
2,00-1,97 (2H, m), 1,94-1,92 (2H, m), 1,65 (3H, s), 1,60
(3H, s), 1,52 (3H, s).

ExXEMPLO 8

3',4', 7-0O-Trimetilpropolina G (4)

A mistura de Propolina G (2,30 g, 2,75 mmol),

K2COsz (1,94 g, 13,99 mmol), e acetona (80 mL) foi adiciona-
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do Me»S0s4 (2,17 mL, 17,35 mmol) e a solucdo resultante foi
agitada a temperatura ambiente durante 0,5 h, e em seguida
aquecida em refluxo sob azoto durante 6 h. Apds remocédo do
solvente orgadnico, o <residuo foi dissolvido em CH2Cly
(40 mL) e lavado com H20 (40 mL x 3). As camadas de CHCl:
foram secas sobre Na»S30s4 e evaporadas sob pressdo reduzida.
O residuo obtido foi purificado por uma coluna de gel de
silica (EtOAc:n-Hexano = 1:8) para dar 4 (954 mg, 65%):
IH-NMR (400 MHz, CDCls) & 12,06 (1H, s), 7,26 (1H, d, J =
8,4 Hz), 6,86 (1H, d, J = 8,4 Hz), 6,03 (1H, s), 5,50 (1H,
dd, b = 2,4, 13,4 Hz), 5,17-5,14 (1H, m), 5,04-5,00 (2H,
m), 3,87 (3H, s), 3,79 (3H, s), 3,79 (6H, s), 3,46-3,45
(2H, m), 3,25-3,23 (2H, m), 3,05 (1H, dd, J = 13,5, 16,7
Hz), 2,70 (1H, dd, J = 2,6, 16,7 Hz), 2,02-1,94 (7H, m),
1,75 ( 3H, s), 1,67 (3H, s), 1,66 (3H, s), 1,61 (3H, s),
1,58 (3H, s).

EXEMPLO 9

6- (2-Hidroxi-2-metilbutil)-2'-(7-hidroxi-3,7-dimetiloct-2-

-enil)-5-hidroxi-3',4"',7-trimetoxiflavanona (6d)

CHj CHj OCHg4
SN
OCH,

HBC‘ \ /\

H;CO e =
H;C
HO

CH, OH

(NBM-HD-3)

A uma solucdo do composto 4 (530 mg, 0,99 mmol)
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em THF (15 mL) foi adicionado H2S04 49% (10 mL) em banho de
gelo. Apds adicdo completa, a mistura de reacdo foi agitada
a temperatura ambiente durante 8 h e em seqguida diluida com
H»0. A  mistura de reacao foi extraida com CHCl,
(30 mL x 3). As camadas orgadnicas combinadas foram secas
sobre Na;S0sz e evaporadas sob pressdo reduzida para darem
um residuo, o qual foi purificado por uma coluna de gel de
silica (n-hexano:EtAcO = 1:1) para dar o 6leo 6d puro
(191 mg, 34%). 'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 12,06 (1H, brs),
7,27 (1H, d, J = 8,6 Hz), 6,86 (1H, d, J = 8,6 Hz), 6,05
(1H, s), 5,50 (1H, dd, J = 2,6, 13,6 Hz), 5,03 (1H, t, J =
6,2 Hz), 3,87 (3H, s), 3,80 (6H, s), 3,48 (1H, dd, J = 5,5,
15,2 Hz), 3,42 (1H, dd, J = 6,1, 15,2 Hz), 3,06 (1H, dd, J
= 13,6, 17,1 Hz), 2,70 (1H, dd, J = 2,7, 17,1 Hz), 2,65-
2,61 (2H, m), 1,95-1,92 (2H, m), 1,65 (3H, s), 1,41-1,35
(5, m), 1,26 (6H, s), 1,15 (3H, s), 1,14 (3H, s).

ExemMpLo 10
Outros Compostos

Os dois compostos seguintes sdo preparados de

acordo com os métodos acima estabelecidos.
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FosToL

ExeEmMpIO 11

Inibigcdo do Crescimento Celular do Cancro pelos Compostos

da Invencdo (NBM-HD-1)

A linha celular de cancro, células C6 de glioma
de rato, foi cultivada em meio de Eagle modificado por Dul-
becco (DMEM; Gibco) suplementado com penicilina G, sulfato
de estreptomicina, 0,5 mM de L-glutamina e soro bovino

fetal 10% de (FBS ou SBF; Gibco) a 37 °C, CO2 5% e 95% de
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humidade relativa. Para todas as experiéncias, as células
foram semeadas a uma densidade de 3 10° por pog¢o em placas
de 6 pocos. Apds 24 horas, as células foram tratadas com
diferentes concentracdes do composto NBM-HD-1 (ou seja, o
composto de férmula III agqui delineado). Apdbds 48 horas, as
células foram observadas e contadas. De acordo com o0s
resultados mostrados na Fig. 1, NBM-HD-1 pode parar o cres-
cimento de células C6 de glioma de rato. Apds as células C6
de glioma serem incubadas com 2,5 pg/mL (ver Fig. 1(A)-b),
5 pg/mL/mL (ver Fig. 1(A)-c) e 10 pg/mL (ver Fig. 1(A)-d)
de NBM-HD-1 durante 48 horas, a densidade das células redu-
ziu-se drasticamente em comparacdo com a do controlo (ver
Fig. 1(A)-a). Os resultados obtidos por contagem de células
mostrou a mesma tendéncia (ver Fig. 1(B)). 0Os resultados
acima mencionados indicam que NBM-HD-1 podem inibir o cres-
cimento de células C6 de glioma de uma forma dependente da

dose.

1 x 10% células C6 de glioma de rato foram trata-
das com varias concentragcdes de NBM-HD-1 (0 pg/mL,
2,5 pg/mL, 5 pg/mL e 10 pg/mL) durante 72 horas. As células
tratadas foram tripsinizadas e recolhidas. As células
resultantes foram ressuspensas em 200 pL de PBS e em
seguida fixadas por adicdo de 800 pL de etanol 100% frio.
As células resultantes foram fixados durante a noite a
-20 °C. O0Os sedimentos <celulares foram recolhidos por
centrifugacdo, ressuspensos em 1 mL de tampdo hipotdnico
(Triton X-100 0,5% em PBS e RNase A 1 ng/mL) e incubados a

37 °C durante 30 minutos. Em seguida, 1 mL de solucdo de PI
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(50 pg/mL) foi adicionado ao pélete celular resultante. A
mistura foi deixada em repouso a 4 °C durante 30 min. As
quantidades de DNA das células foram analisadas por citome-
tria de FACScan (Becton Dickinson) (ver Fig. 2). 0Os resul-
tados da Fig. 2 mostraram que NBM-HD-1 pode inibir signifi-
cativamente o crescimento de células C6 de glioma através
da modulacdo da paragem do ciclo celular na fase G0/Gl de

um modo dependente da dose.

ExEMPIO 12

Inibicdo do crescimento celular e da inducdo da diferenciacéao

de células de cancro pelo composto da invengdo (NBM-HD-1)

Para as células C6 de glioma de rato, o ciclo
celular relacionado com a expressdo de mRNA foi examinado
por RT-PCR. Os RNAs no total foram isolados a partir das
células Cob tratadas usando o RNeasy Mini Kit (Qiagen) de
acordo com as instrucbes do fabricante. O0s ¢DNAs foram
produzidos a partir de 500 ng do total de RNAs utilizando
ReverTra-Plus-TM (TOYOBO). O produto da RT (1 uL) foi
amplificado por PCR com «primers» ou iniciadores para
analisar varios genes do ciclo celular usando GAPDH como
controlo interno. Os resultados foram mostrados na Fig. 3.
De acordo com os resultados da Fig. 3, NBM-HD-1 pode modu-
lar a expressdo de alguns reguladores do ciclo celular. Os
resultados mostraram gque NBM-HD-1 pode diminuir a expresséo
de ciclina D1 e ciclina Bl e de uma forma dependente da

dose. Pelo contrario, a expressdo de p2l foi aumentada.
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Depois das células C6 de glioma serem incubadas
com NBM-HD-1 10 pg/mL durante 24 horas, elas foram fixadas
e analisadas pelo método de coloracdo imunofluorescente
tradicional. A coloracdo de neurdglia foi realizada usando
anticorpo GFAP especifico de neurdglia (SIGMA) como O
anticorpo primadrio e uma imunoglobulina de coelho marcada
com fluorescéncia (SIGMA) como anticorpo secunddrio para se
ligar com o anticorpo primdrio. As células que sdo positi-
vas a GFAP foram excitadas por uma fonte de luz especifica
para emitir fluorescéncia. Além disso, os nucleos foram
corados com DAPI. Os resultados da coloracdo foram mostra-
dos na Fig. 4(A). De acordo com a Fig. 4(A), NBM-HD-1 pode
induzir a expressdo de GFAP de células de cancro de glioma
C6. Em contraste com o grupo de controlo, mais proteinas
GFAP foram detetadas nas fotografias das células sendo
tratadas com 10 pg/mL de NBM-HD-1. A linha do meio mostrou

as fotos das células com coloracdo DAPI na Fig. 4 (A).

A expressdo de mRNA da GFAP foi examinado por RT-
PCR. Os resultados da Fig. 4(B) mostraram que a expressio
de GFAP foi aumentada de uma forma dependente da dose.
Estes resultados indicaram que NBM-HD-1 pode induzir a
diferenciacdo celular de células de cancro de glioma C6 de

acordo com o aumento da expressdo de GFAP.

ExEMprO 13

Aumento da Acumulagdo de Histona Hiperacetilada nas Células

de Cancro Tratadas com o Composto da Invengdo (NBM-HD-1)

A acumulacdo de histona H4 hiperacetilada foi
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analisada em lisados celulares utilizando a técnica Western
blot e o anticorpo dirigido contra a histona H4 acetilada
(Upstate). As células Cob de glioma foram semeadas a uma
densidade de 1 x 10° por 10 centimetros de prato de cultu-
ra. Apds 24 horas, as células foram tratadas com 10 pg/mL
de NBM-HD-1 ou butirato de sdédio 4 mM durante véarias horas.
Os lisados celulares totais foram preparados usando tampédo
de amostra de SDS desnaturante e em seguida separadas em
SDS 15%-gel de poliacrilamida. Conforme mostrado na Fig. b5,
ndo s o butirato de sdédio mas também o NBM-HD-1 pode au-
mentar a acumulacdo de histona H4 hiperacetilada. A quanti-
dade de histonas acetiladas foil dificilmente detetavel em
células C6 de glioma nédo tratadas. A gquantidade de histona
H4 acetilada das células tratadas com butirato de sédio
4 mM durante 2 horas aumentou. O butirato de sédio foi em
seguida removido do meio de cultura. Apds 6 horas, a quan-
tidade de histona H4 acetilada diminuiu. A acumulacdo de
histona H4 acetilada aumentou nas células tratadas com
NBM-HD-1 durante 2 horas. Apds a remocdo de NBM-HD-1, a
quantidade de histona H4 acetilada aumentou ao longo do
tempo. A acetilacdo de histona mais elevada apareceu as 6
horas apds o composto ter sido removido. Estes resultados
indicaram que, de modo semelhante ao butirato de sédio,
NBM-HD-1 é um inibidor de HDAC. Porgque NBM-HD-1 ¢é mais
hidrofébico do que o butirato de sédio, NBM-HD-1 pode ser
retido nas células mais tempo do gque o butirato de sédio e

induzir continuamente a acetilacdo de histona HA4.
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ExeEmMPIO 14

Inibigcdo da Actividade de HDAC pelo Composto da Invengdo

(NBM-HD-1)

As células C6 de glioma foram tratados com dife-
rentes doses de NBM-HD-1 e butirato de sdédio (SB). Apds 24
horas, as células foram colhidas para extrair as proteinas
nucleares pelo kit de extracdo de proteinas NucBuster™
Protein Extraction Kit (Novagen) conforme descrito nas
instrucdes do fabricante. Estes extratos foram em seguida
usados no HDAC Activity Assay Kit (Calbiochem) para anali-
sar a sua atividade de inibicdo de HDAC (histona-desaceti-
lase). O substrato fluorométrico de HDAC, que compreende
uma cadeila lateral de lisina acetilada, foi incubado com a
primeira proteina nuclear extraida. A desacetilacdo do
substrato sensibilizou o substrato, de modo que, no segundo
passo, o tratamento com o revelador de lisina produziu um
fluordforo. O fluordforo pode facilmente ser analisado
usando um leitor de placas de fluorescéncia. Conforme
mostrado na Fig. 6, NBM-HD-1 pode inibir a atividade de
HDAC em células C6 de glioma. A inibicdo de HDAC tem sido
implicada na inducdo da diferenciacdo em células cancero-
sas. Nesta experiéncia, um composto bem conhecido para a
inibicdo de HDAC, butirato de sdédio, foi wutilizado como
controlo positivo. A unidade de fluorescéncia mais baixa
apresentou atividade de inibicdo de HDAC mais alta no grupo
experimental. Os resultados indicaram que NBM-HD-1 inibe de

forma significativa a atividade de HDAC.
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ExeEmpPIO 15

Inibigdo da Atividade de HDAC e Mudanca da Morfologia de

Células de Cancro pelo Composto da Invengdo (NBM-HD-1)

As células de cancro DBTRG-05MG de glioblastoma
humano foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco) suplemen-
tado com penicilina G, sulfato de estreptomicina, L-gluta-
mina 0,5 mM e soro bovino fetal (SBF; Gibco) 10%, piruvato
de sédio (Gibco) 10 mg/L, e NEAA (Gibco) 1% a 37 °C, COz 5%
e 95% de humidade relativa. Para estas experiéncias, as
células foram semeadas a uma densidade de 3 x 10° por poco
em placas de 6 pocos. Apds 24 horas, as células foram tra-
tadas com diferentes concentracdes de NBM-HD-1 e butirato
de sdédio 4 mM. As células foram observadas e contadas apds
72 horas. Conforme mostrado na Fig. 7, NBM-HD-1 inibiu si-
gnificativamente o crescimento de células de cancro 05MG e
mudou a morfologia das células. Em células 05MG (Fig.
7(A)), apds incubacdo com 2,5 pg/mL (Fig. 7(A)-b), 5 ng/mL
(Fig. 7(A)-c) e 10 npg/mL (Fig. 7(A)-d) de NBM-HD-1 durante
72 horas, a densidade das células reduziu-se drasticamente
em comparacdo com a do grupo de controlo (Fig. 7(A)-a). As
células 05MG no grupo experimental também se alteraram para
se tornarem mais compridas do que as do grupo de controlo.
0Os resultados da contagem de células (Fig. 7(B)) indicaram
que o butirato de sdédio pdde inibir a proliferacdo de
células de cancro 05MG, e do mesmo modo a NBM-HD-1. Estes
resultados indicam que NBM-HD-1 pode inibir o crescimento
de células 05MG de uma forma dependente da dose e alteram a

morfologia das células de cancro 05MG.
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As células MCF-7 de cancro da mama foram cultiva-
das em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco)
suplementado com penicilina G, sulfato de estreptomicina,
L-glutamina 0,5 mM e soro bovino fetal (SBF; Gibco) 10% a
37 °C, CO2 5% e 95% de humidade relativa. As células foram
semeadas a uma densidade de 3 x 10° por poco em placas de 6
pocos. Apds 24 horas, as células foram tratadas com dife-
rentes concentracdes de composto NBM-HD-1 e sendo usado
butirato de sédio 4 mM como controlo positivo. As células
foram observadas apds 48 horas e contadas apds 96 horas.
Conforme mostrado na Fig. 8, NBM-HD-1 inibe significativa-
mente o crescimento de células de cancro MCF-7 e altera a
morfologia das células. Na Fig. 8(A), depois das células
serem incubadas com 2,5 pg/mL (Fig. 8(A)-b), 5 pg/mL (Fig.
8(A)-c) e 10 pg/mL (Fig. 8(A)-d) de NBM-HD-1 durante 48
horas, a densidade das células MCF-7 reduziu-se dramatica-
mente em comparacdo com a do grupo de controlo (Fig. 8(A)-
a). A morfologia das células MCF-7 no grupo experimental
alterou-se em comparacdo com a do grupo de controlo, Fig.
8(B), e mostrou que o butirato de sdédio 4 mM foi capaz de
inibir o crescimento de células MCF-7. Os resultados da
contagem de células (Fig. 8(B)) indicam que, de modo seme-
lhante ao butirato de sdédio, NBM-HD-1 inibe o crescimento
celular. Estes resultados indicam que NBM-HD-1 pode inibir
o crescimento de células MCF-7 de cancro de um modo depen-

dente da dose e modificar a sua morfologia.

Células de cancro MCF-7 (1 x 10°) numa placa de
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100 mm foram tratadas com varias concentracdes de NBM-HD-1
(0, 2,5, 5 e 10 pg/mL) ou butirato de sbédio 4 mM durante 72
horas. As amostras foram preparadas seguindo o0s passos men-
cionados acima em [0063]. O DNA das células foi em seguida
analisado por citometria de FACScan (Becton Dickinson).
Como mostrado na Fig. 9, NBM-HD-1 inibiu marcadamente o
crescimento celular de MCF-7 através da modulacdo do ciclo
celular, parado na fase G0/Gl de uma forma dependente da
dose. A percentagem de fase G0/Gl aumentou de 74,46 para
92,55 de uma forma dependente da dose. Verificou-se também
que NBM-HD-1 diminuiu significativamente nas fases n&do sé S
mas também G2/M das células de uma forma dependente da

dose.

O ciclo celular relacionado com a expressdo de
mRNA de p2l foi examinado por RT-PCR. O total de RNAs foi
isolado a partir das células MCF-7 tratadas e utilizado na
reacdo de RT. c¢cDNA (1 pL) foi utilizado como um molde para
amplificar o gene p2l por PCR. GAPDH foi usada como um con-
trolo interno. Conforme mostrado na Fig. 10, NBM-HD-1 pode
aumentar a expressdo de mRNA de p2l em células de cancro
MCF-7. Nesta experiéncia, as células MCF-7 foram tratadas
com diferentes doses de NBM-HD-1 durante 24 horas. 0Os re-
sultados indicaram que NBM-HD-1 induziu a expressdo de p2l

em uma maneira dependente da dose.

A acumulacdo de histona H4 hiperacetilada foi
analisada nos lisados celulares utilizando Western blot e

um anticorpo gque se liga a histona H4 acetilada (Upstate).
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As células de cancro MCF-7 foram semeadas a uma densidade
de 1 x 10° por placa de cultura de 10 cm. Apds 24 horas, as
células foram tratadas com 10 pg/mL de NBM-HD-1 ou butirato
de sédio 4 mM durante varias horas. A inibicdo de HDAC por
NBM-HD-1 foi testada através da anédlise do grau de acetila-
cdo da histona com um anticorpo especifico para a histona
H4 hiperacetilada. O butirato de sédio foi usado como um
controlo positivo. Conforme mostrado na Fig. 11, os resul-
tados com células MCF-7 foram semelhantes aqueles com

células C6 de glioma.

ExEMPLIO 16

Intensificagdo do Crescimento de Neurites pelo Composto da

Invencdo (NBM-HD-1)

O meio de crescimento para as CTN (células-tronco
neurais) e neurdnios corticais foi preparado por adicido de
penicilina G, estreptomicina e L-glutamina 0,5 mM num meio
neurobasal suplementado B-27 (Gibco). O feto n&do nascido
foi retirado do saco fetal na cavidade abdominal de uma
ratazana Wistar gravida de 17 dias sob anestesia. O tecido
cerebral foi removido do feto e tratado com solucdo de
tripsina a 0,1% a 25 °C durante trés minutos. Apds lavagem
com solucdo de PBS 3 vezes, as células foram dissociadas
mexendo de cima para baixo. A solucdo resultante foi passa-
da através de um filtro de células de nylon de 70 pm (Falcon), a
fim de obter-se o filtrado que continha células cerebrais.
O filtrado foi centrifugado a 1000 rpm durante 10 minutos e

0 sobrenadante foi aspirado. 0O sedimento resultante foi
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ressuspenso no meio de crescimento preparado conforme

indicado acima. A suspensdo resultante continha CTNs.

As células obtidas a partir da suspensdo foram
cultivadas em placas de 6 pocos revestidos com 30 pg/mL de
poli-D-lisina (Sigma) a uma densidade de 75 células/mm?. As
células foram cultivadas a 37 °C, COz 5% e 95% de humidade
relativa. O meio de crescimento continha 0,63 pg/mL de
NBM-HD-1 e o meio de crescimento com 1 pL de DMSO foi usado
como controlo. As células diferenciadas apdés o cultivo

foram categoricamente chamadas neurdénios corticais.

Apds cultivacdo durante 6 dias, as células vivas
foram observadas ao microscédpio. Os comprimentos das neuri-
tes dos neurdnios em 6 campos diferentes foram medidos e
ponderados. Conforme mostrado na Fig. 12, NBM-HD-1 pode
promover o desenvolvimento de neurites. Na Fig. 12, o com-
primento das neurites do grupo experimental (Fig. 12 (A)-Db)
¢ maior do que o do grupo de controlo (Fig. 12 (A)-a). Apds
a medicdo dos comprimentos das neurites, o resultado
indicou que o comprimento médio das neurites do grupo
experimental era maior do que o do grupo de controlo (Fig.

12(B)) .

ExEmMPIO 17

Inibigcdo do Crescimento de Células de Cancro pelo Composto

da Invencdo (NBM-HD-2)

Células MCF-7 de cancro foram semeadas a uma
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densidade de 3 x 10° por poco em placas de 6 pocos. Apds 24
horas, as células foram tratadas com diferentes concentra-
cdes de composto de NBM-HD-2 e butirato de sbédio 4 mM sendo
usado como controlo positivo. As células foram observadas e
contadas apds 72 horas. Conforme mostrado na Fig. 13,
NBM-HD-2 inibe significativamente o crescimento de células
MCF-7 de cancro e altera a morfologia das células. Na Fig.
13(A), depois das células serem incubadas com 2,5 pg/mL
(Fig. 13(A)-c), 5 ng/mL (Fig. 13(a)-d), 7,5 pg/mL (Fig.
13(A)-e) e 10 pg/mL (Fig. 13(A)-f) de NBM-HD-2 durante 72
horas, a densidade de células MCF-7 reduziu-se drasticamen-
te em comparacdo com a do grupo de controlo (Fig. 13(A)-a).
A morfologia das células MCF-7 no grupo experimental alte-
rou-se em comparacdo com a do grupo de controlo. A Fig.
13(A) mostrou gue o butirato de sédio 4 mM foi capaz de
inibir o crescimento de células MCF-7. 0Os resultados da
contagem de células (Fig. 13(B)) indicou que, tal como o
butirato de sédio, NBM-HD-2 inibiu o crescimento celular.
Estes resultados indicam que NBM-HD-2 pode inibir o cresci-
mento de células MCF-7 de cancro de um modo dependente da

dose e modificar a sua morfologia.

ExEMPIO 18

Inibigdo do Crescimento de Células do Cancro pelos

Compostos da Invengdo (NBM-HD-3)

As células MCF-7 de cancro foram semeadas a uma
densidade de 3 x 10° por pogo em placas de 6 pocos. Apdbds 24

horas, as células foram tratadas com diferentes concentra-
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cdes de composto de NBM-HD-3 e butirato de sédio 4 mM, o
qual foi usado como controlo positivo. As células foram
observadas e contadas apdés 72 horas. Conforme mostrado na
Fig. 14, NBM-HD-3 inibe significativamente o crescimento de
células MCF-7 de cancro e altera a morfologia das células.
Na Fig. 14(A), depois das células serem incubadas com
2,5 pg/mL (Fig. 14(A)-c), 5 pg/mL (Fig. 14(A)-d), 7,5 pg/mL
(Fig. 14(A)-e) e 10 pg/mL (Fig. 14 (A)-f) de NBM-HD-3 duran-
te 72 horas, a densidade de células MCF-7 reduzidas drasti-
camente em comparacdo com a do grupo de controlo (Fig.
14(A)-a). A morfologia das células MCF-7 no grupo experi-
mental alterou-se em comparacdo com a do grupo de controlo.
A Fig. 14 (A) mostrou que o butirato de sédio 4 mM foi capaz
de inibir o crescimento de células MCF-7. Os resultados da
contagem de células (Fig. 14 (B)) indicam gque, de modo seme-
lhante ao butirato de sbédio, NBM-HD-3 inibe o crescimento
celular. Estes resultados indicam que NBM-HD-3 pode inibir
o crescimento de células MCF-7 de cancro de um modo

dependente da dose e modificar a sua morfologia.

Lisboa, 14 de maio de 2015
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REIVINDICACOES

1. Um composto representado pela seguinte

férmula (I):

@
em que

Ri e Rz sdo, cada um independentemente, O-alquilo,
S-alquilo, NH-algquilo, O-alcenilo, S-alcenilo, NH-alcenilo,
O-alcinilo, S-alcinilo, N-alcinilo, O-cicloalquilo Cz-Cs,
S-cicloalgquilo C3-Cg, NH-cicloalguilo Cs3-Cs, O-anel monoci-
clico ou biciclico de 5 a 10 membros insaturado, O-benzilo,
S-anel monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros insatura-
do, NH-anel monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros in-
saturado, alquilo, alcenilo, alcinilo, cicloalquilo C3-Csg,
um anel monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros insatu-
rado ou um anel heterociclico de 5 a 10 membros saturado ou
insaturado compreendendo pelo menos um heterocdtomo no anel
selecionado a partir do grupo constituido por N, O e S; ou

R1 e Ry podem formar em conjunto dioxolano;

Rz é O-alquilo, S-algquilo, NH-alguilo, O-alcenilo,
S-alcenilo, NH-alcenilo, O-alcinilo, S-alcinilo, NH-alcini-
lo, O-cicloalquilo C3-Cs, S-cicloalquilo Cz-Cg, NH-ciclo-
alquilo C3-Cg, O-anel monociclico ou biciclico de 5 a 10

membros i1nsaturado, O-benzilo, S-anel monociclico ou bici-
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clico de 5 a 10 membros insaturado, NH-anel monociclico ou
biciclico de 5 a 10 membros insaturado, algquilo, alcenilo,
alcinilo, cicloalgquilo C3-Cs, um anel monociclico ou bici-
clico de 5 a 10 membros insaturado ou um anel heterociclico
de 5 a 10 membros insaturado compreendendo pelo menos um
heterodtomo no anel selecionado a partir do grupo consti-
tuido por N, O e S;

Ry &€ OH, 0C(=0)algquilo, O-alquilo, S-alquilo, NH-al-
quilo, O-alcenilo, S-alcenilo, NH-alcenilo, O-alcinilo,
S-alcinilo, NH-alcinilo, O-cicloalquilo Cz-Cg, S-cicloal-
quilo C3-Cs, NH-cicloalquilo C3-Cs, O-anel monociclico ou
biciclico de 5 a 10 membros insaturado, O-benzilo, S-anel
monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros insaturado,
NH-anel monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros insatu-
rado, alguilo, alcenilo, alcinilo, cicloalgquilo C3-Cs, um
anel monociclico ou biciclico de 5 a 10 membros insaturado,
ou um anel heterociclico de 5 a 10 membros saturado ou
insaturado compreendendo pelo menos um heterodtomo no anel
selecionado a partir do grupo constituido por N, O e S;

Rs é alquilo C4-Cis ou alcenilo Cs-Cis ndo substituido
ou substituido com um ou mais alquilo Ci1-Cs, OH, halogéneo,

CN, NO, N3, NHz, CHO, ORs, SRg, NRy, COORy,

Re é alquilo C2-Ci2 ou alcenilo C2-Ci2 ndo substituido
ou substituido com um ou mais alquilo Ci1-Cs, OH, halogéneo,

CN, NO, N3, NHz, CHO, ORg, SRg, NRg,
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R7 ¢ hidrogénio, halogéneo, OH, NH,, COOH, CHO, CN, NO, =0
ou R7 e Rg podem em conjunto formar uma ligacdo dupla, um
cicloalguilo C3-Cs, ou um anel heterociclico de 5 a 10
membros compreendendo pelo menos um heterodtomo selecionado
a partir do grupo constituido por N, O e S;

Rs ¢ hidrogénio, halogéneo, OH, NH;, COOH, CHO, CN ou
NO;

Ry € fenilo, C(=0)R1% ou C(=0)0R19; e

R0 & OH, NHOH ou NHy;

em que ambos Rs e Rs ndo sdo simultaneamente alquilo

ou alcenilo ndo substituido;

ou seus sails, estereoisdmeros, enantidmeros ou solvatos

farmaceuticamente aceitdveis.

2. O composto de acordo com a Reivindicacédo 1,
em que Ri e Ry sdo cada um independentemente O-alquilo
C1-Cs, O-fenilo ou O-benzilo ou Ri e Rz em conjunto formam

dioxaleno.

3. O composto de acordo com a Reivindicacédo 2,
em que Ri e Ry sdo cada um independentemente OCHsz, OCH2CHs,

OCH;CH»CH3, O-fenilo ou O-benzilo.

4, O composto de acordo com a Reivindicacédo 1,

em que Ri1 e Ry em conjunto formam dioxaleno.
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5. O composto de acordo com a Reivindicacédo 1,
em que Rz e Rs sdo cada um independentemente O-alquilo

C1-Cs, O-fenilo ou O-benzilo.
6. O composto de acordo com a Reivindicacédo 1,
em que Rz e Rs sdo cada um independentemente OCHsz, OCH,CHs,

OCH;CH»CH3, O-fenilo ou O-benzilo.

7. O composto de acordo com a Reivindicacédo 1,

em que Rs é

8. O composto de acordo com a reivindicacdo 1,

em que Rg é
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9. O composto de acordo com a reivindicacédo 1,

o qual é selecionado a partir do grupo constituido por:




PE2045247 -6 -




PE2045247 -7 -




PE2045247 -8 -

10. O composto de acordo com a reivindicacédo 1,

o qual é selecionado a partir do grupo constituido por:
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11. Um estereocisdémero do composto de foérmula (1)
de acordo com o definido na Reivindicacdo 1, o qual &

representado pela seguinte fdérmula (II):

(1)
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em que Ri, Rz, Rs3, Rz, Rs, Rs, Rye Rs sdo conforme definidos

na férmula (I).

12. O composto de acordo com qualgquer das rei-

vindicacdes 1 a 11, para utilizacdo como um medicamento.

13. Uma composicdo farmacéutica compreendendo o
composto de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes 1 a
11, ou seus sais, estereoisdmeros, enantidmeros e solvatos
farmaceuticamente aceitdveis, como um ingrediente ativo e

um agente de suporte farmaceuticamente aceitéavel.

14. Utilizacdo do composto de acordo com qual-
quer uma das Reivindicacdes 1 a 11, ou seus sais, estereo-
isémeros, enantidmeros e solvatos farmaceuticamente aceité-
veis, no fabrico de um medicamento para a inibicdo de

histona-desacetilase (HDAC) num individuo.

15. Utilizacdo do composto de acordo com qual-
quer uma das Reivindicacdes 1 a 11, ou seus sais, estereo-
isémeros, enantidmeros e solvatos farmaceuticamente aceité-
veis, no fabrico de um medicamento para o tratamento de uma

doenca tumoral ou proliferativa celular num individuo.

l6. Utilizacdo do composto de acordo com qual-
quer uma das Reivindicacdes 1 a 11, ou seus sais, estereo-
isbémeros, enantidmeros e solvatos farmaceuticamente aceité-
veis, no fabrico de um medicamento para a intensificacédo do

crescimento de neurites num individuo.
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17. Utilizacdo do composto de acordo com qual-
quer uma das Reivindicacdes 1 a 11, ou seus sais, estereo-
isémeros, enantidmeros e solvatos farmaceuticamente aceité-
veis, no fabrico de um medicamento para o tratamento de
doencas neurodegenerativas e atrofia muscular espinhal

(AME) humana num individuo.

Lisboa, 14 de maio de 2015
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente & apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissées e o IEP

declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.
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