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RESUMO

“Agonistas e antagonistas dos receptores do LPA e métodos de
utilizagédo”

A presente invencao refere-se a compostos de acordo com a
férmula (1) aqui descrita assim como a composicdes
farmacéuticas que incluem esses compostos. Revelam-se
igualmente métodos de utilizacadao destes compostos, dque tém
actividade como agonistas ou como antagonistas de receptores
de LPA; estes métodos incluem inibicdo da actividade de LPA
num receptor de LPA, modulacdo da actividade de receptores de
LPA, tratamento do cancro, aumento da proliferacadao celular, e

tratamento de um ferimento.
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DESCRICAO

“Agonistas e antagonistas dos receptores do LPA e métodos de
utilizagédo”

AMBITO DA INVENGAO

A presente invengdo refere-se a derivados do acido
lisofosfatidico ("LPA") que tém actividade como agonistas ou
como antagonistas dos receptores do LPA e a varias utilizacdes
terapéuticas dos mesmos incluindo, mas ndo se limitando, a
terapéutica do cancro da prédéstata e a terapéutica do cancro do

ovario.
ANTECEDENTES DA INVENGAO

Todas as células nao transformadas necessitam de factores
de crescimento para a sua sobrevivéncia e proliferacdo. Além
dos factores de crescimento polipeptidicos, descobriu-se uma
classe emergente de lipidos com propriedades semelhantes as
dos factores de crescimento, conhecidos colectivamente por
factores de crescimento fosfolipidicos (PLGF). Apesar das suas
propriedades farmacoldégicas semelhantes de inducao da
proliferacdo de células mails quiescentes (Jalink et al.,
1994a; Tokumura, 1995; Moolenaar et al., 1997). Os PLGF podem
ser subdivididos estruturalmente em duas categorias bésicas. A
primeira categoria contém os mediadores glicerofosfolipidicos
(GPM), que possuem um esqueleto de glicerol. Exemplos de GPM
incluem o LPA, o &acido fosfatidico (PA), o &cido fosfatidico
ciclico (PA ciclico), o alcenilglicerolfosfato (alcenil-GP) e
a lisofosfatidilserina (LPS). A segunda categoria contém os
mediadores esfingolipidicos (SPM), gque possuem um motivo base
esfingdide. Os exemplos de SPM incluem a esfingosina-l1-fosfato
(SPP), a di-hidroesfingosina-1-fosfato,
esfingosilfosforilcolina (SPC) e a esfingosina (SPH).

O LPA (Tigyi et al., 1991; Tigyi e Miledi, 1992), o PA
(Myher et al., 1989), o alcenil-GP (Liliom et al., 1998), o PA
ciclico (Kobayashi et al., 1999), o SPP (Yatomi et al., 1995)
e a SPC (Tigyi et al., 2000) foram detectados no soro. Estes
mediadores lipidicos foram identificados e caracterizados.
Existem contudo PLGEF presentes no soro e no plasma, ainda
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desconhecidos, que exibem propriedades semelhantes as dos
factores de crescimento (Tigyi and Miledi, 1992). O LPA, com a
sua concentracdao =20 uM, é o PLGF mais abundante presente no
soro (Tigyi and Miledi, 1992; Jalink et al., 1993).

Nas células eucaridéticas o LPA ¢é um intermediédrio
essencial nas fases iniciais da biossintese dos fosfolipidos,
que ocorre predominantemente na membrana do reticulo
endoplasmatico (RE) (Bosch, 1974; Bishop e Bell, 1988). No RE,
o LPA resulta da accdo de acil-CoA sobre o glicerol-3-fosfato,
que é ulteriormente acilado para produzir PA. Como a taxa de
acilacado do LPA em PA é muito elevada, a acumulacao de LPA no
local de biossintese é muito baixa (Bosch, 1974). Como o LPA
estd restrito ao RE, o0 mais provavel € que nao haja uma
relacdo entre a sua funcdo como intermedidrio metabdlico e a
sua funcdo como molécula de sinalizacao.

O LPA é um constituinte do soro e o0s seus niveis estdo na
gama micromolar (uM) inferior (Eicholtz et al., 1993). Este
nivel é de esperar dado que o LPA & libertado por plagquetas
activadas durante o processo de coagulacdo. Ao contrario do
soro, nao €& detectdvel no plasma ou sangue fresco (Tigyi e
Miledi, 1992; Eicholtz et al., 1993). O LPA presente no soro
estd ligado a albumina e € responsavel pela maior parte da
actividade Dbioldégica termoestdvel e ndo dialisdvel do soro
total (Moolenaar, 1994). 0 componente activo sérico
responsavel por desencadear uma corrente de cloreto de entrada
no odécito de Xenopus foi identificado como sendo o LPA (18:0)
(Tigyli e Miledi, 1992). A grande parte do LPA (18:0) ligado a
albumina é produzida durante o processo de coagulacdo e néao
através da accao da lisofosfolipase D (PLD) sobre a liso-PC.
Esta uUltima via & responsavel pela presenca do LPA em plasma
"envelhecido" que foi descoagulado por acc¢do de heparina ou
citrato mais dextrose (Tokumura et al., 1986). Outro aspecto a
salientar € qgue o LPA ndo estd presente no plasma que foi
tratado com EDTA. Este facto implica que a lisofosfolipase
plasmatica pode ser dependente de ca® (Tokumura, et al.,
1986) .

O papel da albumina € proteger o LPA das accgdes das
fosfolipases presentes no soro (Tigyi e Miledi, 1992). Tigyi e
Miledi sugeriram que a albumina actua nado sé como portador do
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LPA na corrente sanguinea, mas também aumenta a sua semivida
fisioldégica. Existem mediadores lipidicos ainda nao
identificados presentes na albumina sérica que imitam as
acgcdes do LPA desencadeando uma corrente de cloreto no odcito
de Xenopus.

Os tipos de células que respondem ao LPA incluem desde a
amiba mixomicetes e o o0décito de Xenopus até as células
somdaticas dos mamiferos. Portanto, parece provavel que a fonte
de LPA e a sua libertacdo possam ndo estar limitadas apenas as
plagquetas activadas. Experiéncias recentes revelaram que, apds
estimulagcdao por factores de crescimento peptidicos, os
fibroblastos de mamiferos produzem rapidamente LPA, gue em
seguida ¢ libertado no meio extracelular (Fukami e Takenawa,
1992).

Existem evidéncias de que estdo presentes quantidades
relativamente elevadas de LPA biocactivo de origem celular
desconhecida no liquido ascitico de doentes com cancro do
ovario (Xu et al., 1995a) e sabe-se que o liquido ascitico
destas doentes possui uma actividade mitogénica potente sobre
as células do carcinoma do ovario (Mills et al., 1988; Mills
et al., 1990). Continua por determinar se é segregado pelas
células tumorais para o fluido extracelular, se ¢é segregado
por leucdédcitos ou se é produzido a partir de 1lipidos mais
complexos através das accgdes de diversas fosfolipases.

Os GPM e o0s SPM desencadeiam uma ampla variedade de
respostas celulares que cobrem a arvore filogenética (Jalink
et al., 1993a). O LPA induz sinais transitérios de Ca?’ que
tém origem nas reservas intracelulares em diversas células
como o0s neurdnios (Jalink et al., 1993, Durieux et al., 1992),
plaguetas, fibroblastos normais assim como transformados
(Jalink et al., 1990), células epiteliais (van Corven et al.,
1989; Moolenaar, 1991) e odécitos de Xenopus (Tigyi e Miledi,
1992; Durieux et al., 1992; Fernhout et al., 1992). O LPA
induz a agregacdao plaquetaria (Schumacher et al., 1979;
Tokumura et al., 1981; Gerrard et al., 1979; Simon et al.,
1982) e a contracgao dos musculos lisos (Tokumura et al.,
1980; Tokumura et al., 1994) e, apods administracao
intravenosa, induz alteracdes da tensdo arterial dependentes
da espécie (Schumacher et al., 1979; Tokumura et al., 1978).
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O LPA, quando adicionado a fibroblastos quiescentes,
estimula a sintese do ADN e a divisado celular (van Corven et
al., 1989; wvan Corven et al., 1992). 0Os efeitos do tipo
crescimento produzidos pelo LPA nao necessitam da presenca de
factores de crescimento peptidicos. Esta observacdo diferencia
o LPA da endotelina ou da vasopressina, dgue necessitam da
presenca de insulina ou do factor de crescimento epidérmico
(Moolenaar, 1991) para sustentar a proliferacdo celular. Um
aspecto a salientar é que, nas células de mieloma Sp?, o LPA
fol responsdavel por uma resposta antimitogénica que foi
mediada por um aumento dos niveis do AMPc (Tigyi et al., 1994;
Fischer et al., 1998). Ao contrario da via mitogénica, a via
antimitogénica nao foi afectada pela toxina pertussis (PTX).
Além disso, por adicdao de forscolina e de isobutil-
metilxantina, as acg¢des antimitogénicas do LPA em células do
mieloma Sp’ foram aditivas (Tigyi et al., 1994). O LPA causa
alteracdes citoesqueléticas em varios tipos de células, dque
incluem a formacédo de aderéncias focais e de fibras de stress
em fibroblastos (Ridley e Hall, 1992). O LPA também promove a
inversdao e a supressdo da diferenciacdo do neuroblastoma
induzindo a retracgdo de neurites em desenvolvimento (Jalink
et al., 1994a; Jalink et al., 1994b). A adicao de qguantidades
de nanomoles (nmol) de LPA (Jalink e Moolenaar, 1992) a
células de neuroblastoma N1E-115 com caréncia de soro causou a
retracgdo imediata de neurites, que foi acompanhada pelo
arredondamento rapido, mas transitdério, do corpo celular
(Jalink et al., 1993b). Quando ¢é assegurada uma presenca
continua de LPA, as células de neuroblastoma mantém o seu
fendétipo indiferenciado, mas nédo conseguem sofrer mitose
(Jalink et al., 1993b). Para a progressdao do ciclo celular
foram necessdrios factores adicionais, como factores de
crescimento semelhantes a insulina. Depois das células
sofrerem diferenciacdo morfoldgica, a adigdao de LPA inverte
esta alteracdo morfoldgica. Portanto, as retracgdes de
neurites induzidas por LPA resultam da contracg¢ado do
citoesqueleto de actina e ndo da perda de aderéncia ao
substrato (Jalink et al., 1993b; Jalink et al., 1994Db).

o) LPA, a semelhanca de outros quimioatractivos
fisioldégicos (por exemplo, interleucina 8), 1induz a migracgéo
celular através de um mecanismo haptotdctico em mondcitos
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humanos (Zhou et al., 1995). Além de induzir a migracao
celular, o LPA promove a 1invasao da monocamada de células
mesoteliais por células de hepatoma e de carcinoma (Imamura et
al., 1993). O mecanismo subjacente a esta invasao ainda néao
foi esclarecido, mas pode ser devido a uma maior motilidade
celular e a uma aderéncia celular aumentada. Finalmente,
sabe-se também que o LPA bloqueia a apoptose dos
cardiomidécitos neonatais (Umansky et al., 1997).

Demonstrou-se que um fosfolipido natural unico,
nomeadamente, o PA ciclico, € responsavel por acgdes celulares
que eram semelhantes ou opostas as de outros GPM, dependendo
do tipo celular. Quando foi testado no odécito de Xenopus,
desencadeou uma corrente de cloreto exactamente como outros
GPM; no entanto a sua resposta nao foili dessensibilizada pelo
LPA (Fischer et al., 1998). Murakarni-Murofushi et al. (1993)

demonstraram que o PA ciclico exibia acgdes
antiproliferativas, ao contrario do LPA, que induz
proliferacao.

Os receptores dos PLGF (PLGFR) pertencem a uma

superfamilia de receptores acoplados a proteinas (proteina G)
(GPCR) reguladoras de ligacdo a nucledétidos de guanina, com
sete dominios transmembranares (7 TM). Os GPCR 7 TM constituem
uma familia de receptores da superficie celular gue medeiam as
suas respostas celulares através da interaccéao com a
proteina G heterotrimérica. Identificaram-se varios receptores
do LPA incluindo, entre outros, os receptores EDG-2, EDG-4,
EDG-7 e PSP-24. Na Figura 1 apresenta-se uma Aarvore
filogenética que ilustra o parentesco entre estes receptores
do LPA e outros receptores.

Em 1996, Hecht et al. utilizaram a hibridacdo diferencial
para clonar um ADNc que codifica um receptor em serpentina
putativo de linhas celulares neocorticais de ratinho (Hecht et
al., 1996). O gene foi designado por gene-1 da zona
ventricular (Vzg-1) . O gene foi expresso em regides
neurogénicas corticais e codificava uma proteina com um peso
molecular de 41 kDa (364 aminodcidos). O Vzg-1 era muito
semelhante a uma sequéncia em ovinos nado publicada, designada
por gene-2 da diferenciacdo endotelial (EDG-2). O mesmo ADNc
também foi isolado como receptor o6rfdoc a partir de bibliotecas



EP 1 263 752/PT

de ratinho e de bovinos e era conhecido por recl.3 (Macrae et
al., 1996). Estava amplamente distribuido nos tecidos de
ratinho, tendo a mais alta expressdao no cérebro e no coracao.

Em 1996, Guo et al., utilizando um protocolo a base de
PCR, isolaram outro receptor putativo do LPA, o PSP-24
(372 aminodcidos) a partir do odbécito de Xenopus (Guo et al.,
1990) . Este receptor apresentava pouca semelhanca com
Vzg-1/EDG-2/recl.3 (Guo et al., 1996). Uma pesquisa baseada
nas sequéncias, de receptores de esfingolipidos, utilizando a
sequéncia de ADNc do receptor do LPA humano EDG-2, conduziu a
dois GPCR intimamente relacionados, nomeadamente, o H218
(EDG-5, 354 aminodcidos) e o EDG-3 (378 aminodcidos) do rato
(An et al., 1997a). Uma andlise de Northern revelou uma
expressao elevada de ARNm que codificava EDG-3 e EDG-5 no
tecido cardiaco.

A recente identificacdo do EDG-2 como receptor funcional
do LPA levou An et al. a realizarem uma pesquisa baseada em
sequéncias de um novo subtipo de receptores do LPA (An et al.,
1998a). Foi identificado wum ADNc humano, gque codificava um
GPCR, que foi designado por EDG-4 (An et al., 1998a). A
andlise Northern blot revelou que, embora o EDG-2 e o EDG-4
servissem ambos como receptores dos GPM, as suas distribuicgdes
tecidulares eram muito diferentes. Ao contrario do EDG-2, o
EDG-4 era expresso principalmente nos leucdcitos do sangue
periférico e nos testiculos (An et al., 1998a).

A amplificacgdo por PCR do ADNc obtido de células T Jurkat
humanas identificou wum GPCR anteriormente desconhecido que
pertence a familia dos EDG. O GPCR identificado foi designado
por EDG-7. Tem uma massa molecular de 40 kDa
(353 aminodcidos). A andlise Northern blot da expressdo de
EDG-7 em tecidos humanos revelou que é expresso no coragao,
pancreas, préstata e testiculos (Bandoh et al., 1999).
Portanto, existem duas familias distintas de receptores dos
PLGF, a PSP24 e a EDG, com um total de dez PLGFR individuais
(Figura 1). A lista continua a aumentar.

Estes diferentes receptores podem ser classificados com
base nas suas especificidades para ligandos, para GPM ou SPM,
como se indica na Tabela 1 abaixo.
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Tabela 1: Receptor de Factores de Crescimento Fosfolipidicos,
Comprimento e Ligando Principal

PLGRF Numero de aminodcidos Ligando principal
EDG-1 381 SPP
EDG-2 364 LPA
EDG-3 378 SPP
EDG-4 382 LPA
EDG-5 354 SPP
EDG-6 385 SPP
EDG-7 353 LPA
EDG-8 400 SPP
PSP24 de Xenopus 372 LPA
PSP24 murino 373 LPA

O PSP24 de Xenopus e o PSP24 expresso em murinos
transduzem de forma especifica correntes de cloreto
oscilatdérias evocadas por GPM (LPA, Fischer et al., 1998).
Estes nao sao estruturalmente homdélogos da familia dos EDG
(Tigyi e Miledi, 1992; Fernhout et al., 1992). A familia dos
EDG pode ser dividida em dois subgrupos distintos. O primeiro
grupo inclui EDG-2, EDG-4 e EDG-7 gque servem de receptores
apenas para os GPM (Hecht et al., 1996; An et al., 1998a;
Bandoh et al., 1999; An et al., 1998b) e transmitem numerosos
sinais em resposta a ligacdo aos ligandos. O segundo grupo
engloba EDG-1, EDG-3, EDG-5, EDG-6 e EDG-8 e apresenta
especificidade para os SPM (An et al., 1997a; Im et al., 2000;
van Brocklyn et al., 1998; wvan Brocklyn et al., 2000; Spiegel
e Milstein, 2000). A expressdo tecidular principal dos varios

z

PLGFR ¢é apresentada abaixo na Tabela 2.

Tabela 2: Expressao nos tecidos humanos de receptores de
factores de crescimento fosfolipidicos

PLGFR Tecido humano com a expressao mais elevada

EDG-1 Ubiquo

EDG-2 Cardiovascular, SNC, tecidos das gdnadas, GI

EDG-3 Cardiovascular, Leucdcito

EDG-4 Leucdcito, Testiculos

EDG-5 Cardiovascular, SNC, tecidos das gdnadas, Placenta
EDG-6 Tecido 1linfdide, Tecido hematopoiético

EDG-7 Coracdo, Péncreas, Proéstata, Testiculos

EDG-8 Cérebro

PSP24 SNC
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Os PLGF activam multiplos episddios de transducdo de
sinais mediados pela proteina G. Estes processos sao mediados
através das familias  Gg/11, Gi/o, Giz/13 da proteina G
heterotrimérica (Moolenaar, 1997; Spiegel e Milstein, 1995;
Gohla et al., 1998).

A via da Gq/11 é responsavel pela activacao da
fosfolipase C (PLC), gue por sua vez induz a producadao de
trifosfato de inositol (IP3;) com a mobilizacdao subsequente de
Ca’’ numa grande diversidade de células (Tokumura, 1995). Em
algumas células esta resposta € sensivel a PTX, indicando que
estdo envolvidas multiplas vias sensiveis e insensiveis a PTX
(Tigyi et al., 1996). Esta via também €& responsavel pela
activacdao mediada pelo diacilglicerol (DAG) da proteina-
cinase C (PKC). A PKC activa a fosfolipase D (PLD) celular,
que € responsavel pela hidrdlise da fosfatidilcolina em colina
livre e PA (van der Bend et al., 1992a). Além disso, a PLC é
capaz de activar a MAP-cinase directamente ou através da
activacadao mediada pelo DAG da PKC em alguns tipos de células
(Ghosh et al., 1997).

A via de sinalizacdao mitogénica é mediada pela subunidade
Giso heterotrimérica da proteina G. Estudos de transfeccao
indicam que o dimero Gig, € o responsavel pela activacgdo de
Ras-MAP-cinase e nao a subunidade oi. A activacdo da Ras é
precedida pela transactivacgao das tirosina-cinases receptoras
(RTK) tais como os receptores do EGF (Cunnick et al., 1998) ou
do PDGF (Herrlich et al., 1998). As RTK transactivadas activam
a Ras, o que provoca a activacdo de MAP-cinases (ERK 1,2) por
via de Raf. A subunidade G;,, que €& sensivel a PTX, inibe a
adenililciclase (AC) resultando na unidao do dimero By a uma
cinase receptora acoplada a proteina G (GRK) que fosforila e
dessensibiliza o receptor. O receptor fosforilado €& recrutado
pela arrestina [, recrutando depois a cinase src que fosforila
o receptor do EGF, produzindo a sua conformacdo activa (Lin et
al., 1997; Ahn et al., 1999; Luttrell et al., 1999). As RTK
transactivadas activam, por sua vez, a Ras, produzindo a
activacdao das MAP-cinases (ERK 1,2) por via de Raf. A
subunidade Giq, que € sensivel a PTX, inibe a AC produzindo
niveis reduzidos de AMP ciclico (AMPc). Os efeitos celulares
opostos do LPA, ou sejam, a mitogénese e a antimitogénese, sao
acompanhados por efeitos opostos ao nivel do sistema de
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segundos mensageiros do AMPc. A mitogénese é mediada através
da via da Gi,, gue produz niveis reduzidos de AMPc (van Corven
et al., 1989; van Corven et al., 1992), enquanto a
antimitogénese € acompanhada por uma elevacao do AMPc
dependente de Ca’’ ndo sensivel & PTX (Tigyi et al., 1994;
Fischer et al., 1998).

Pelo contrdario, sabe-se muito pouco sobre a via de
sinalizacao pela Giz/13 insensivel a PTX que induz o rearranjo
do citoesqueleto de actina. Esta via também pode envolver a
transactivacdo de RTK (Lin et al., 1997; Ahn et al., 1999;
Luttrell et al., 1999; Gohla et al., 1998) e converge numa
pequena GTPase, Rho (Moolenaar, 1997). Sabe-se muito mais
sobre a sinalizacdo a jusante de Rho porque foram isolados e
identificados varios parceiros proteicos. A Rho activa as
Ser/Thr-cinases, que fosforilam, e consequentemente inibem, a
fosfatase para a cadeia leve da miosina (MLC-fosfatase)
(Kimura et al., 1996). Esta via resulta na acumulacado da forma
fosforilada da MLC, produzindo respostas citoesqueléticas que
originam efeitos celulares como a retracgao de neurites (Tigyi
e Miledi, 1992; Tigyi et al., 1996; Dyer et al., 1992; Postma
et al., 1996; Sato et al., 1997), a inducado de fibras de
stress (Ridley e Hall, 1992; Gonda et al., 1999), a
estimulagdao da quimiotaxia (Jalink et al., 1993a), a migracao
de células (Zhou et al., 1995; Kimura et al., 1992) e a
capacidade invasiva das células tumorais (Imamura et al.,
1993; Imamura et al., 1996). A capacidade invasiva das células
tumorais, mediada pela Rho e induzida pelos PLGF, é blogueada
pela toxina C3 de C. botulinum, que ribosila especificamente a
Rho através de um mecanismo dependente de ADP (Imamura et al.,
1996) .

A Rho também tem a capacidade de estimular a sintese do
ADN em fibroblastos quiescentes (Machesky e Hall, 1996;
Ridley, 1996). A expressao da familia Rho de GTPases activa o
factor de resposta sérica (SRF) que medeia a transcricéo
génica precoce (Hill et al., 1995). Além disso, o PLGF (LPA)
induz a invasado de células tumorais (Imamura et al., 1996);
contudo, ainda nao é claro se envolve alteracodes
citoesqueléticas ou a transcricdo génica, ou ambas.
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Devido ao envolvimento de LPA/receptor do LPA em varias
vias celulares e actividades de células, como a proliferacao
e/ou a migracdo, assim como a sua implicacdo na cicatrizacéao
de feridas e no cancro, seria desejavel identificar novos
compostos que sejam capazes de actuar, de preferéncia
selectivamente, como antagonistas ou como agonistas nos
receptores de LPA acima identificados.

Presentemente, sdo muito poucos os inibidores sintéticos
ou enddégenos dos receptores de LPA conhecidos. No que respeita
aos antagonistas comunicados até a data, a maior parte do
trabalho efectuado incidiu sobre a SPH, a SPP, a N-palmitoil-
l-serina (Bittman et al., 1996) e a N-palmitoil-l-tirosina
(Bittman et al., 1996). Sabe-se gque o0s compostos acima
mencionados inibem as correntes de cloreto induzidas pelo LPA
no odécito de Xenopus (Bittman et al., 1996; Zsiros et al.,
1998) . Contudo estes compostos nao foram estudados em todos os
sistemas celulares. Sabe-se também que a SPP inibe a
capacidade invasiva das células tumorais, mas nao se sabe ao
certo se a SPP o faz actuando como inibidor do LPA ou através
de accgdes dos seus prdprios receptores. A N-palmitoil-l-serina
e a N-palmitoil-l-tirosina também inibiram a agregacao
plaquetdria induzida pelo LPA (Sugiura et al., 1994), mas
continua por verificar se estes compostos actuam no receptor
do LPA. O lisofosfatidilglicerol (LPG) foi o primeiro lipido
gque demonstrou um certo grau de inibicdo das acgdes do LPA
(van der Bend et al., 1992b), mas nado foili detectado em varios
tipos de células que respondem ao LPA (Lilliom et al., 1996).
Nenhum destes inibidores demonstrou actuar selectivamente em
receptores especificos do LPA.

Demonstrou—-se que um composto polissulfonado, a suramina,
inibia a sintese do ADN induzida pelo LPA de maneira
reversivel e dependente da dose. Contudo, demonstrou-se que a
suramina nado tem qualquer especificidade para o receptor do
LPA e que blogueava as acg¢des do LPA apenas em concentracgdes
milimolares (mM) muito elevadas (van Corven et al., 1992).
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Afirmou-se que doils compostos, o 4acido 2-[4-([3-(2,4-
diamino-6-oxo-1, 6-di-hidropirimidin-5-il)propil]-{[(4-fosfono-
oxibutilcarbamoil)metilsulfanil]acetil}amino)benzoilamino]pen-
tanodidico e 0 acido 2-[4-{[3-(2,4-diamino-6-0ox0-1,6-di-
hidropirimidin-5-il)propil]-(8-fosfono-oxioctanoil)amino}ben-
zoilamino)pentanodidico, inibem o transporte de 3H-metotrexato
para o 1interior das células leucémicas do tipo T MOLT-4
(Beilstein Abs XP002239009).

A presente invencao tem como objectivo solucionar as
deficiéncias associadas aos agonistas do LPA e antagonistas do
LPA actuais.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invencgao refere-se a compostos de acordo com a
férmula (I) seguinte:

(1)

na qual,
X' é (HO),PO-2'— ou (HO),PO—Z°—P (OH)0—Z'—;
X% e X° sdo ambos R'-NR’-A—, sendo cada um igual ou diferente;

A é uma ligacdo directa, (CH;)x em gque k é um numero inteiro
de 0 a 30, ou 0O;

7' & —0(CH,) ,~, em que m €& um numero inteiro de 1 a 50, ou —0—;
7z’ é& —0(CH,),—, em que n é um numero inteiro de 1 a 50, ou —0—;

Q' e Q2 sdao independentemente H, ou =0;

R' ¢, independentemente, hidrogénio; um alquilo de cadeia Cl a
C30 1linear ou ramificada; um alcenilo de cadeia C2 a C30
linear ou ramificada; um anel aromdatico com ou sem mono—, di-
ou trissubstituicdes do anel seleccionadas do grupo de
alguilos, alcoxis, 4&cidos e 4dlcoois; um acilo incluindo um

anel aromdtico; um arilalquilo incluindo um alquilo de cadeia
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Cl a C30 linear ou ramificada; um ariloxialquilo incluindo
alguilo de cadeia Cl1 a C30 linear ou ramificada; —C(0)—0-R’; e

R? &, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia Cl a
C30 1linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a C30
linear ou ramificada, um anel aromdatico com ou sem mono—, di-
ou trissubstituigdes do anel, um acilo incluindo um alquilo C1
a C30 ou um anel aromdtico, um arilalguilo incluindo alqguilo
de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada ou um ariloxialquilo
incluindo um alquilo de cadeia Cl1 a C30 linear ou ramificada;

R’ é, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia Cl a
C30 1linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a C30
linear ou ramificada, um anel aromdatico com ou sem mono—, di-
ou trissubstituicdes do anel, um acilo incluindo um algquilo C1
a C30 ou um anel aromdtico, um arilalquilo incluindo um
algquilo de cadeia Cl a C30 1linear ou ramificada ou um
ariloxialquilo incluindo um algquilo de cadeia Cl1 a C30 linear
ou ramificada;

em que, quando X' é (HO),PO—0O—, X° é NHCHs;, Q' é H,, Q% é =0,
entdo X° ndo é -NHR, em que R, ¢é hidrogénio ou acilo
substituido por metilo ou fenilo.

Também sao divulgadas composicdes farmacéuticas que
incluem um veiculo farmaceuticamente aceitdvel e um composto
da presente invencao.

Outro aspecto da presente invencdo refere-se a um método
de modulacao da actividade dos receptores de LPA in vitro que
inclui proporcionar um composto da presente invencao gque tenha
actividade como agonista dos receptores de LPA ou como
antagonista dos receptores de LPA e contactar um receptor de
LPA in vitro com o composto, em condigdes eficazes para
modular a actividade do receptor de LPA.

Ainda outro aspecto da presente invencdo refere-se a
utilizacgdao de um composto da presente invengdo para tratamento
do cancro e a administracdo de wuma qguantidade eficaz do

composto a um doente de maneira eficaz para tratar o cancro.

Ainda outro aspecto adicional da presente invencao
refere-se a utilizacdo de um composto da presente invencdo com
actividade como agonista de um receptor de LPA para
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intensificacdo da proliferacdo celular e ao contacto do
receptor de LPA numa célula com o composto de maneira eficaz
para intensificar a proliferacao da célula induzida pelo
receptor do LPA.

Ainda outro aspecto adicional da presente invencao
refere-se a um método para produzir os compostos da presente
invencao. Uma abordagem para produzir os compostos da presente
invencao inclui:
reagir (Y?0),P0—z''-z® ou (Y?0),P0-2z'“-P(0H)0-2"'-2", onde

z'' & —0(CHy),~, em que m é um numero inteiro de 1 a 50, ou
z'? é —0(CHz),—, em que n é um numero inteiro de 1 a 50, ou

3

z'? é H ou um primeiro grupo de saida ou -2z''-z'® formam

juntos o primeiro grupo de saida, e
Y? é H ou um grupo protector,

com um composto intermedidrio de acordo com a férmula (VI)
}-{3 3

CQH - CH—- QR

:xn :Km
(VI)
na qual
x? e x¥ sdo ambos RM»-NR'-A- sendo cada um igual ou
diferente;

x'' & OH, NH,, SH ou um segundo grupo de saida;

A é uma ligacdo directa, (CH;)x em gue k é um numero inteiro
de 0 a 30, ou 0O;

Q' e Q' sdo, independentemente, H, ou =0;

R'!' &, independentemente, hidrogénio; um alquilo de cadeia C1
a C30 linear ou ramificada; um alcenilo de cadeia C2 a C30
linear ou ramificada; um anel aromdatico com ou sem mono—, di-
ou trissubstituigdes do anel seleccionadas do grupo de
alguilos, alcoxis, &cidos e 4&alcoois; um acilo incluindo um
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anel aromdtico; um arilalguilo incluindo alquilo de cadeia C1

a C30 linear ou ramificada; um ariloxialquilo incluindo
alquilo de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada; —C(0)—0—R'®;
e

R'? &, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia C1
a C30 linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a C30
linear ou ramificada, um anel aromdtico com ou sem mono—, di-
ou trissubstituigdes do anel, um acilo incluindo um algquilo C1
a C30 ou um anel aromatico, um arilalquilo incluindo alguilo
de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada ou um ariloxialquilo
incluindo alquilo de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada;

R'® &, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia C1
a C30 linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a C30
linear ou ramificada, um anel aromdtico com ou sem mono—, di-
ou trissubstituic¢cdes do anel, um acilo incluindo um algquilo C1
a C30 ou um anel aromdatico, um arilalquilo incluindo alguilo
de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada ou um ariloxialquilo
incluindo alquilo de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada;

seguida de uma etapa de desproteccgdo, se necessdario, em que as
referidas etapas de reaccdo e de desproteccao sao efectuadas
em condicgdes eficazes para formar um composto de acordo com a
férmula (I) na qual X' é (HO),PO—2'- ou (HO),PO—Z°~P(OH)O0-2'—.

Os compostos da presente invencgao, que foram aqui
identificados como agonistas ou antagonistas de um ou mais
receptores do LPA sdo uteis, respectivamente, para inibir ou
intensificar wvias biogquimicas mediadas pela sinalizacdo dos
receptores do LPA. Através da modulacao da sinalizacao dos
receptores do LPA o0s antagonistas e o0s agonistas tém
utilidades especificas e substanciais para tratamento do
cancro e melhoramento da cicatrizacado de feridas.

BREVE DESCRIQAO DOS DESENHOS

A Figura 1 € uma 4&rvore filogenética gque ilustra a
classificacdao e a relacao de dez receptores de factores de
crescimento fosfolipidicos, incluindo receptores do LPA,
EDG-2, EDG-4, EDG-7 e PSP-24 (o,PR).

A Figura 2 ilustra o esquema de sintese utilizado para
preparacao dos compostos de serinamida 35-43.
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A Figura 3 ilustra o esquema de sintese utilizado para
preparacgado de compostos de fosfato de serinamida 55-59.

A Figura 4 1ilustra o esgquema de sintese utilizado para
preparacgac de compostos de bisfosfato 66-68.

As Figuras b5A-B ilustram a sintese de compostos de
bisfosfato. A Figura 5A ilustra o esquema de sintese utilizado
para preparacao de compostos de 1,2-bisfosfato 85-92. A
Figura 5B ilustra um esquema de sintese para preparacao de
compostos de 1,3-bisfosfato.

As Figuras 6A-B ilustram esquemas de sintese ©para
preparacaoc de compostos de pirofosfato.

As Figuras 7A-C ilustram esquemas de sintese para
preparacdo de monofosfatos e monofosfonatos substituidos a
partir de um intermedidrio diéter protegido por tosilato.

A Figura 8 ilustra o esquema de sintese utilizado para
preparacao de compostos fosfatos de &dcidos gordos de cadeia
linear 106-110.

A Figura 9 ilustra a sintese de ésteres monoalquilicos do
dcido tiofosférico de cadeia linear.

A Figura 10 ilustra a sintese do acido
alguilamidofosfdrico de cadeia linear.

A Figura 11 ilustra um esquema de sintese para preparacao
de compostos de fosfato ciclico de conformacao restrita.

A Figura 12 ilustra um esquema de sintese para preparacgao
de compostos de fosfato ciclico de conformacdo restrita.

A Figura 13 ilustra um esquema de sintese para preparacao
de compostos de fosfato ciclico de conformacao restrita.

A Figura 14 ilustra um esquema de sintese para preparacao
de compostos de conformacdo restrita com uma porcgao fosfato

livre.



EP 1 263 752/PT
16

A Figura 15 ilustra um esquema de sintese alternativo para
preparacao de 2-monofosfatos.

A Figura 16 ilustra um esquema de sintese alternativo para
preparacdo de compostos de 1,3-bisfosfato.

A Figura 17 ilustra um esquema de sintese para preparacao
de compostos possuindo como X3um.grupo —N(H)—acilo.

A Figura 18 ilustra um esquema de sintese para preparacao
de compostos possuindo como X7 um grupo —N(H)—-imidazole.

A Figura 19 ilustra um esquema de sintese para preparacgao
de compostos possuindo como X7 um grupo —N (H)—C(0)—0-R’.

A Figura 20 ilustra um esquema de sintese para preparagao
de compostos possuindo como X um grupo ~N(H)—C(S)—0-R’.

A Figura 21 €é um grafico que ilustra a 1inibicao
dependente da dose das correntes de cloreto induzidas pelo LPA
em odcitos de Xenopus por aplicacdo extracelular de 56 (SAP,
14:0).

A Figura 22 é um grafico que ilustra a inibicdo dependente
da dose das correntes de cloreto induzidas pelo LPA em odbcitos
de Xenopus por aplicacgao extracelular de 57 (SAP, 18:0).

As Figuras 23A-B sao graficos que ilustram a inibicéao
dependente da dose das correntes de cloreto induzidas pelo LPA
em ob6citos de Xenopus por aplicacdo extracelular de 66 (MAGDP,
18:0). A seta indica o instante de injeccdo intracelular de 66
a 5 uM seguida da aplicacado extracelular de LPA.

A Figura 24 é um grafico que ilustra o efeito inibidor da
dose de 66 (MAGDP, 18:0). Foi aplicada uma gquantidade
constante de LPA (5 nM) a odécitos juntamente com quantidades
crescentes de 66. 0s pontos de resultados representam a
amplitude dos picos das correntes de cloreto medidas.



EP 1 263 752/PT
17

A Figura 25 é um grafico que ilustra a inibicdo dependente
da dose das correntes de cloreto induzidas pelo LPA em odécitos
de Xenopus por aplicacédo extracelular de 92 (MAGDP, 22:0).

A Figura 26 é um grafico que ilustra o efeito dependente
da dose de 56a (SDAP, 14:0/2:0) em odbcitos de Xenopus.

A Figura 27 é um grafico de Dbarras gue representa os
efeitos dos compostos 56 (SAP, 14:0), 56a (SDAP, 14:0/2:0) e
66 (MAGDP, 18:0) na migracao de células HEY induzida pelo LPA.
A  concentracdo do composto de teste foi de 1 uM; a
concentracao de LPA foi de 0,1 uM.

As Figuras 28A-C sado graficos que ilustram a relacao dose-
resposta para respostas de ca’* em células RH7777 com
expressadao heterdloga de Edg-2 (28A), Edg-4 (28B) ou Edg-7
(28C). Cada ponto de resultados representa a média de pelo
menos trés medicgdes + D.P.

As Figuras 29A-D sao graficos que ilustram a inibicdo por
DGPP 8:0 das respostas de ca’’ desencadeadas pelo LPA em
células RH7777 que expressam Edg-2 e Edg-7, mas nao Edg-4. As
células RH7777 gue expressam Edg-2, Edg-4 ou Edg-7 foram
expostas a uma mistura de 100 nM de LPA 18:1 e 1 uM de DGPP
8:0. As células de controlo foram expostas a 100 nM de LPA
18:1. As respostas representativas de Ca’’ estdo indicadas
para células com expressdo estavel de Edg-2 (2%9A), Edg-4 (29B)
e Edg-7 (29C) ou células com expressao transitdéria de Edg-4
(29D) .

As Figuras 30A-C sao graficos que ilustram a
caracterizacao farmacoldgica da inibicdo da resposta de LPA
pelo DGPP 8:0 em células RH7777 que expressam Edg-7 (células
Edg-7). As células foram expostas a uma concentracao de 250 nM
de LPA 18:1 misturado com concentracdes crescentes de DGPP 8:0
e foram medidas as 4dreas dos picos das respostas de ca®
resultantes (30A). As células também foram expostas a
concentracgdes crescentes de LPA 18:1 misturado com uma
concentracao de 500 nM de DGPP 8:0 (30B). As células Edg-7
foram expostas a uma concentracao de 250 nM de LPA 18:1
misturado com uma concentracao de 500 nM do 1lipido indicado
(30C). As 4&reas dos picos das respostas de ca?" estao
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representadas como valores médios de um minimo de trés
medigdes = D.P.

As Figuras 31A-C sao graficos que ilustram a
caracterizacgcao farmacoldgica da 1nibicdo da resposta de LPA
por DGPP 8:0 em células RH7777 que expressam Edg-2 (células
Edg-2). As células Edg-2 estaveis foram expostas a uma
concentracao de 250 nM de LPA 18:1 misturado com concentracgdes
crescentes de DGPP 8:0 e foram medidas as &areas dos picos das
respostas de Ca®’ resultantes (31A). As células Edg-2 foram
expostas a concentracdes crescentes de LPA 18:1 misturado com
uma concentracdo de 10 uM de DGPP 8:0 (31B). As células Edg-2
foram expostas a uma concentracao de 250 nM de LPA 18:1
misturado com uma concentracdo de 10 uM do 1lipido indicado
(31C). As respostas de estao representadas como valores médios
de um minimo de trés medicdes + D.P.

As Figuras 32A-B sado graficos que ilustram a relacgao
estrutura-actividade de DGPP em células RH7777 gue expressam
Edg-4. As células Edg-4 estdveis foram expostas a uma
concentracdo de 500 nM de LPA 18:1 misturado com uma
concentracdao de 5 uM dos lipidos indicados (32A). As células
com expressao transitdéria do Edg-4 foram expostas a uma
concentracao de 100 nM de LPA 18:1 misturado com uma
concentracdo de 1 uM dos lipidos indicados (32B). As &dreas dos
picos das respostas de ca?* foram medidas e estao
representadas como valores médios de um minimo de trés
medicdes + D.P.

As Figuras 33A-C sao graficos que ilustram a
caracterizacgao farmacoldgica de DGPP 8:0 nas correntes de C1°
desencadeadas pelo LPA em odécitos de Xenopus. Os odbcitos foram
expostos a uma concentracdo de 5 nM de LPA 18:1 misturado com
concentragdes crescentes de DGPP 8:0 e foli medida a amplitude
dos picos das correntes de Cl° oscilatérias resultantes (33A4).
Os odécitos foram expostos a concentragdes crescentes de LPA
18:1 misturado com uma concentracdao de 200 nM de DGPP 8:0
(33B). Os pontos de resultados representam os valores médios
de um minimo de trés medigdes + D.P. Os odécitos foram tratados
com 5 nM de LPA 18:1 ou com uma mistura de 5 nM de LPA 18:1 e
1 uM de DGPP 8:0, como indicado (33C). A injeccgdo intracelular
de 1 uM de DGPP 8:0 estd indicada pela seta.
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As Figuras 34A-D sdo graficos que ilustram a inibicdo por
DGPP 8:0 das respostas de Ca’" desencadeadas pelo LPA em
fibroblastos NIH3T3 e em células HEY do cancro do ovario.
Andlise por RT-PCR das células NIH3T3 para transcritos de
receptores Edg e PSP24 (34A). As células NIH3T3 foram expostas
a uma concentracao de 100 nM de LPA 18:1, ou S1P, misturado
com uma concentracdo de 10 uM de DGPP 8:0 (34B). Andlise por
RT-PCR de células HEY para deteccdo da presenca de transcritos
de Edg e PSP24 (34C). As células HEY foram expostas a uma
concentracdao de 100 nM de LPA 18:1, ou S1P, misturado com uma
concentracdo de 1 uM de DGPP 8:0 (34D). As areas dos picos das
respostas de ca®’ resultantes foram medidas e estao
representadas como valores médios de um minimo de trés

medicdes + D.P.

A Figura 35 é um grafico que ilustra a inibicgédo por DGPP
8:0 da proliferacdao de células NIH3T3 desencadeada pelo LPA.
As células NIH3T3, apds permanecerem num meio isento de soro
durante 6 horas, foram expostas a uma concentracgcao de 5 uM de
LPA 18:1 misturado com uma concentracao de 10 uM dos lipidos
indicados. As células de controlo receberam solvente (BSA) em
vez de LPA 18:1. As células foram incubadas com os lipidos
durante 24 horas e contadas. Os dados sao representativos de
trés experiéncias.

A Figura 36 € um grafico que 1ilustra a caracterizacao
farmacoldégica da inibicado da resposta do LPA pelos compostos
de fosfato de 4dcido gordo de cadeia linear 106-110 em odécitos
de Xenopus.

A Figura 37 € um grafico que 1ilustra a caracterizacao
farmacoldégica da inibicado da resposta do LPA pelo composto de
fosfato de 4&cido gordo de cadeia linear 108 em odécitos de
Xenopus.

A Figura 38 €& um grafico que 1ilustra a caracterizacao
farmacoldgica da resposta induzida por agonistas ou
antagonistas, de células RH7777 que expressam individualmente
0s receptores Edg-2, Edg-4 ou Edg-7, apdbds exposicao das
células ao composto de fosfato de 4&cido gordo de cadeia
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linear 108. Mediram-se as &reas dos picos das respostas de
ca’*.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

Um aspecto da presente invencgao refere-se a um composto de
acordo com a fdérmula (I)

(1)

na qual,

x' & (HO),PO—2'— ou (HO),PO—2%—P (OH)O0—2Z'—;

2

X e X°

sao ambos Rhﬂﬂg—A—, sendo cada um igual ou diferente;

A é uma ligacgao directa, (CH;)x em que kX é um numero inteiro
de 0 a 30, ou O;

z'! é —0(CH,),—, em que m é um numero inteiro de 1 a 50, ou —0—;
é —0(CHz),~, em que n € um numero inteiro de 1 a 50, ou —0—;
Q' e Q% sao independentemente H, ou =0;

R' é, independentemente, hidrogénio; um alquilo de cadeia Cl a
C30 1linear ou ramificada; um alcenilo de cadeia C2 a C30
linear ou ramificada; um anel aromdtico com ou sem mono—, di-
ou trissubstituigdes do anel seleccionadas do grupo de
alguilos, alcoxis, 4&cidos e 4dlcoois; um acilo incluindo um
anel aromdtico; um arilalquilo incluindo alquilo de cadeia C1
a C30 linear ou ramificada; wum ariloxialquilo incluindo
alquilo de cadeia Cl1 a C30 linear ou ramificada; —-C(0)—0-R’; e

R? &, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia Cl a
C30 1linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a C30
linear ou ramificada, um anel aromdtico com ou sem mono—, di-
ou trissubstituic¢des do anel, um acilo incluindo um algquilo C1
a C30 ou um anel aromdtico, um arilalquilo incluindo algquilo
de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada ou um ariloxialquilo
incluindo alquilo de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada;
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R’ &, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia Cl a
C30 1linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a C30
linear ou ramificada, um anel aromdtico com ou sem mono—, di-
ou trissubstituicgcdes do anel, um acilo incluindo um algquilo C1
a C30 ou um anel aromdtico, um arilalquilo incluindo algquilo
de cadeia Cl1 a C30 linear ou ramificada, ou um ariloxialquilo
incluindo alquilo de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada;

Em que, quando X' & (HO),PO—0—, X° & NHCHs;, Q' é H,, Q° é =0,
entdo X° ndo é -NHR, em que R, é um hidrogénio ou acilo
substituido por metilo ou fenilo.

Para cada um dos grupos R acima identificados (p. ex., RY,
R?’, R’) pretende-se que os alquilos de cadeia linear tenham a
férmula —(CHz)xCHs em que x tem um valor entre 0 e 29; os
alguilos de cadeia ramificada tenham a férmula definida acima
para o alquilo de cadeia linear, excepto que um ou mais grupos
CH, sao substituidos por grupos CHW em que W é uma cadeia
lateral de algquilo; os alcenilos de cadeia linear tenham a
férmula —(CH) xsCH=CH(CH;) x»,CH3 em que xa e xb tém cada um valor
entre 0 e 27 e (xa + xb) nao & superior a 27; e os alcenilos
de cadeia ramificada tenham a férmula definida acima para o
alcenilo de cadeia linear, excepto gque um ou mais grupos CH;
sdo substituidos por grupos CHW ou um grupo CH €& substituido
por um grupo CW, em que W € uma cadeia lateral de alquilo.

Os anéis aromdticos incluem, sem limitacao, fenilos,
indenos, naftalos e bifenilos. O anel aromdtico pode incluir
mono—-, di- ou trissubstituicdes do anel localizadas nas
posicdes orto, meta ou para nos anéis relativamente a posicéo
onde o anel se liga ao grupo NR? da cadeia R'-NR?*-A—. As
substituic¢des nos anéis podem incluir, sem limitacdo, alquilo,

alcoxi, acidos, &alcoois.

Os grupos acilo podem incluir alguilo, alcenilo ou anéis
aromdticos, como se descreve acima.

Os grupos arilalquilo e ariloxialquilo podem incluir, sem
limitagao, grupos alquilo de cadeia Cl1 a CC30 1linear ou
ramificada como acima descrito, em que o grupo algquilo se liga
ao grupo NH? da cadeia R'-NR*-A-.
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Os seguintes compostos enddgenos ou sintéticos
anteriormente conhecidos s&o especificamente excluidos da
definigcdo acima descrita do composto de acordo com a
formula (I): A&cido lisofosfatidico, &acido fosfatidico, 4&acido
fosfatidico ciclico, alcenil-glicerolfosfato, dioctilglicerol-
pirofosfato e N-palmitoil-L-serina.

Exemplos de compostos de acordo com a férmula (I) sao os
compostos da subclasse de acordo com a férmula (III) abaixo.

Nas estruturas da férmula (III) Q' é Hy; Q% é =0; X' é
(HO)zPO—ZL—, em que zt & 0; e X? e X° sao R?—NR2—A—, com A sendo
uma ligacdo directa e NR’ sendo —NH-— para cada. Cada R &
definido  independentemente como indicado acima para a
férmula (I). As espécies preferidas no dmbito da férmula III
sdo aquelas em que X° é —-NH, e X? & —-NHR', em que R' é um
alquilo Cl14 a C18, mais preferencialmente um alquilo C14 ou um

-

alquilo C18; ou em que X° ¢é -NHR!, em que R' é um grupo

z

acetilo, e X? é —NHR!, em que R! ¢ um alquilo Cl14.

RE

NH

§ P

CBy m»—-—-?
1}&{
HO—P==( R’
H
(III)

Os compostos de acordo com a férmula (I), assim como os
compostos do sub-género de acordo com a fédrmula (III), podem
ser preparados utilizando os esquemas de sintese descritos a

seguir.
Para sintetizar as séries de serinamidas (SA) e de
fosfatos de serinamidas (SAP) (férmula III), foil sintetizado

primeiro o ©precursor -lactona protegido por t-Boc (25).
Comecando com a t-Boc-L-serina disponivel no mercado
(Figura 2, 24), introduziram-se a trifenilfosfina (PPhi;) e o
dietilazidodicarboxilato (DEAD) de acordo com as condicdes de
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Mitsunobo, dando o composto 25 com um rendimento de cerca de
50% (Sun et al., 1996). As tentativas de abertura da B-
lactona 25 extremamente 1ladbil wutilizando o procedimento
desenvolvido por Sun et al. com varias aminas primérias para
obter as hidroxiamidas 26-34 nao foram bem sucedidas, apesar
da utilizacdo de varios reagentes (trietilamina, etc.). Em vez
disso, por meio de refluxo das aminas primarias com a
R-lactona em THF obtiveram-se as hidroxiamidas protegidas por
t-Boc 26-34. Os compostos 26-34 foram purificados utilizando
cromatografia flash em coluna. A remogao do grupo protector
t-Boc mediada pelo &cido trifluoroacético (TFA) originou oS
compostos 35-43 na forma de sais de TFA.

Para sintetizar os compostos 55-59, as hidroxiamidas
protegidas por t-Boc 26-30 foram fosforiladas. Um estudo
cuidadoso do composto final sugeriu gque o composto final
possuiria uma regido altamente hidrdéfoba e uma regiao
altamente hidréfila. Ambas as regides podem causar problemas
durante o processo de extraccdo e/ou fixarem-se a coluna na
fase de purificacdo. Para evitar estes problemas potenciais
utilizou-se a quimica dos fosforamidatos. Utilizando a quimica
dos fosforamidatos, foi posta a hipdtese de qgue o0s grupos
hidroxilo dos fosfatos podiam ser protegidos para tornar a
molécula completamente hidréfoba, facilitando assim a sua
purificacdo sem dificuldades.

Utilizou-se, egsencialmente, uma combinacao de
procedimentos para obter os produtos desejados (55-59) (Lynch
et al., 1997; Bittman et al., 1996; Liu et al., 1999). As
hidroxiamidas (26-30) de partida foram lavadas repetidamente
com piridina anidra e secas sob vacuo elevado durante mais de
48 horas. As hidroxiamidas lavadas com piridina foram mantidas
sob uma atmosfera de argon. Adicionou-se depois lH-tetrazole e
uma mistura 1:1 de THF/CH,C1, recentemente destilados.
Adicionou-se o agente de fosforilacdo, fosforamidato de
dibenzildiisopropilo. Apds monitorizacdo da reaccdo por TLC, o
fosfonato foi oxidado a fosfato in situ com acido peracético.
A mistura reaccional foi purificada por cromatografia em
coluna, obtendo-se os compostos 50-54 na forma de fosfatos
protegidos por benzilo. A remogado dos grupos benzilo
protectores foi efectuada em etanol submetendo 0s
compostos 50-54 a reducdo catalitica utilizando palddio a 10%
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em carvao activado (Pd/C) sob atmosfera de H, a 60 psi, para
produzir os compostos 55-59 (Figura 3). Fazendo reagir 56 com
anidrido acético obteve-se o composto 56a (Figura 3).

Depois de elucidada a técnica de fosforilacdao para a
sintese da série SAP (compostos 55-59), wutilizou-se um
procedimento semelhante para a sintese de Dbisfosfatos
(Figuras 4 e b5A-B). Os didis 60-62 disponiveis no mercado
foram lavados com piridina anidra e secos durante 48 horas sob
vacuo elevado. Estes didis secos (60-62) foram dissolvidos
numa mistura 1:1 de THF/CH;Cl, recentemente destilados,
seguindo-se a adigcdo de 1lH-tetrazole. A esta mistura agitada
foi adicionado fosforamidato de dibenzildiisopropilo. A
mistura reaccional foi monitorizada por TLC e, na altura
apropriada, o fosfonato foi oxidado a fosfato in situ com
acido peracético. A mistura reaccional foi purificada por
cromatografia em coluna, obtendo-se os compostos 63-65 na
forma de bisfosfatos protegidos por benzilo. A remocdo dos
grupos benzilo protectores foi efectuada em etanol submetendo
0os compostos 63-65 a reducdo catalitica utilizando paldadio a
10% em carvao activado (Pd/C) sob atmosfera de H, a 60 psi,
para produzir os compostos 66—-68 na forma de bisfosfatos.
Seguiu-se um procedimento semelhante ao descrito acima para a
sintese de 66—-68 para se obterem os compostos 85-92.

Embora os compostos 85-92 sejam 1,2-bisfosfatos, a
Figura 5B ilustra a sintese de 1,3-bisfosfatos. Como
substadncia de partida utilizou-se o 2-fenoxi-1,3-propanodiol
comercialmente disponivel. O composto de partida foi protegido
primeiro com t-BuOK na presenca de iodeto de metilo, seqguido
de hidrogenagdo catalitica para dar um intermedidrio que se
fez reagir com um halogeneto (RX, em que R & como definido
acima para R'). O produto intermedidrio recuperado foi
subsequentemente tratado com AlCl; na presenca de etil-SH para
produzir um 1,3-diol com o grupo RO ligado ao C2 do esqueleto.
0O 1,3-diol recuperado foi dissolvido em THF/CH,Cl, 1:1
recentemente destilados, seguido de adicdo de 1H-tetrazole. A
esta mistura agitada foi adicionado fosforamidato de
dibenzildiisopropilo. A mistura reaccional foi monitorizada
por TLC e, na altura apropriada, o fosfonato foi oxidado a
fosfato in situ com &cido peracético. A mistura reaccional foi
purificada por cromatografia em coluna para dar compostos
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bisfosfato protegidos por benzilo. A remoc¢do dos grupos
benzilo protectores foi efectuada em etanol submetendo os
compostos a reducdo catalitica utilizando palddio a 10% em
carvao activado (Pd/C) sob atmosfera de H; a 60 psi, para
produzir os compostos 1,3-bisfosfato.

Para sintetizar ©pirofosfatos wutilizou-se tosilato de
glicidal ((2R) (=) ou (2R)(+)) como substancia de partida
(Figuras 6A-B). A abertura do anel foi catalisada por um &acido
de Lewis, como o BFi3;, na presenca de um 4&alcool, dando um
intermedidrio que foi protegido por tosilato na posicdo Cl. Na
etapa seguinte, o &lcool na posicdo C2 foi substituido por um
grupo R (por exemplo, R', tal como descrito acima) utilizando
um excesso de R-triflato e de 2,6-di-terc-butil-4-
metilpiridina, dando um intermedidrio diéter. O tratamento do
diéter intermedidrio com hidrogenopirofosfato de tris(tetra-n-
butilaménio) causou um atagque nucleofilico do tosilato,
substituindo o tosilato por um substituinte pirofosfato na
posicao Cl.

Para produzir um pirofosfato o intermedidrio protegido por
tosilato foi tratado com &lcool benzilico na presencga de
anidrido triflico e de 2,6-di-terc-butil-4-metilpiridina,
originando a benzilagdo do intermedidrio na posigdo C2. O
grupo protector tosilato no intermedidrio Dbenzilato foi
removido primeiro por accgdo de superdxido de potdssio na
presenca de 18-coroa-6, dando um grupo hidroxilo na posicao C1
que foil substituido por um grupo R (por exemplo, R', como
descrito acima) utilizando um excesso de R-triflato e de 2,6-
di-terc-butil-4-metilpiridina. o) diéter intermedidrio
resultante ainda possuia o grupo protector benzilo na posicao
C2. 0O grupo protector benzilo foi removido por hidrogenacédo e
o grupo hidroxilo subsequente foi tosilado por accao de
piridina e de cloreto de p-toluenossulfonilo, produzindo um
diéter com um grupo tosilo na posicdo C2. O grupo tosilato foi
removido por ataque nucleofilico apds tratamento com
hidrogenopirofosfato de tris(tetra-n-butilaménio),
substituindo o tosilato por um substituinte pirofosfato na
posicao C2.
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Esquemas alternativos para a preparacao de fosfatos e de
bisfosfatos (assim como de pirofosfatos, fosfonatos, etc.)
estdo ilustrados nas Figuras 15 e 16.

Na Figura 15 utilizou-se Dbrometo de glicidal como
substdncia de partida Jjuntamente com um &lcool (ROH). As
condigdes da reaccdo incluiram o tratamento com K;COs seguido
de tratamento com © sal de aménio  CeHgCH,N' (C,Hs)5Cl,
resultando na substituicao do brometo pelo grupo R. O anel do
intermedidrio glicidal foi depois aberto apds tratamento com
HCl 1 M em éter e um &lcool (R'OH), dando um intermedidrio
diéter com um grupo hidroxilo na posigao C2. 0O diéter foi
misturado com 1H-tetrazole e a esta mistura agitada foi
adicionado fosforamidato de dibenzildiisopropilo. A mistura
reaccional foi monitorizada por TLC e, na altura apropriada, o
fosfonato foi oxidado a fosfato in situ com &cido peracético.
A mistura reaccional foi purificada por cromatografia em
coluna para dar fosfatos protegidos por benzilo. A remocao dos
grupos protectores benzilo foi efectuada em etanol submetendo
os fosfatos protegidos por Dbenzilo a redugdo catalitica
utilizando paldadio a 10% em carvao activado (Pd/C) sob
atmosfera de H, a 60 psi, para produzir compostos de
monofosfato.

Na Figura 16 foi utilizado um esquema de reaccao
semelhante, excepto que em vez de se fazer reagir o brometo de
glicidal com um alcool (ROH) utilizou-se BnOH para proteger a
posicao C3. As condigdes da reacgado incluiram o tratamento com
K,COs5 seguido de tratamento com o) sal de aménio
Ce¢HsCH,N" (C,Hs)3C1l™, resultando na substituicdo do brometo pelo
grupo Bn. O anel do intermedidrio glicidal foi depois aberto
apdés tratamento com HC1 1 M em éter e BnOH anidro, o que
protegeu a posicdo Cl. O diéter intermedidrio resultante
possui um grupo hidroxilo na posigcdo C2. 0O diéter foi
misturado com um sal halogeneto (RX) em K,CO; aquoso,
produzindo um produto intermedidrio protegido com um grupo R
unido por ligacdo éter a posicdo C2. Este intermedidrio foi
desprotegido por reducdo catalitica utilizando palddio a 10%
em carvao activado (Pd/C) sob atmosfera de H; a 60 psi, para
produzir um 1,3-diol. O diol foi combinado com 1H-tetrazole e
a esta mistura agitada foi adicionado fosforamidato de
dibenzildiisopropilo. A mistura reaccional foi monitorizada
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por TLC e, na altura apropriada, o fosfonato foi oxidado a
fosfato in situ com &cido peracético. A mistura reaccional foi
purificada por cromatografia em coluna para dar fosfatos
protegidos por benzilo. A remog¢ado dos Jgrupos protectores
benzilo foi efectuada em etanol submetendo os fosfatos
protegidos por benzilo a reducgdo catalitica utilizando paléddio
a 10% em carvado activado (Pd/C) sob atmosfera de H, a 60 psi,
para produzir 1,3-bisfosfatos.

Utilizando o intermedidrio diéter preparado como mostrado
na figura 6A (por exemplo, com os substituintes R e R'), podem
ser ligados varios fosfatos e fosfonatos modificados a posicéo
Cl apds remocgado do grupo tosilo. Como indicado na Figura 74,
faz-se reagir o intermedidrio em condig¢des alcalinas com
X*~72'-P0O (0O—grupo protector), no qual z2' é —(R’)CH— e X' é H. As
condig¢des alcalinas removem o© grupo protector tosilato e
permitem que o fosfato modificado -2Z'-PO(O—grupo protector),
forme uma ligacdo simples na posicadao Cl. Os grupos protectores
sao removidos apds tratamento com TMSBr, originando um grupo
—(R?)CH-PO(0OH), na posicdo Cl. Como indicado na Figura 7B,
faz-se reagir o intermedidrio em condigdes alcalinas
utilizando tris(tetra-n-butilamdénio) com
X*-7z'-PO(OH) —2°~PO(OH), no qual z' é —-0—, 7% é —CH,— e X' é H.
As condigdes alcalinas removem o grupo protector tosilato e
permitem que o fosfonato modificado —2'—PO(OH)-Z°~PO(OH), forme
uma ligag¢dao simples na posigcdo Cl. Apds tratamento em
condicgdes 4dacidas e CHsCN, o grupo —0—PO(OH)—CH,—PO(OH), &
instalado na posicao Cl. Como indicado na Figura 7C, faz-se
reagir o) intermedidrio em condigdes alcalinas com
X*~7'-P0O (0O—grupo protector), no qual z' & —OCH,CH,— e X' é H. As
condig¢des alcalinas removem o© grupo protector tosilato e
permitem que o fosfato modificado -Z'-PO(O—grupo protector),
forme uma ligacdo simples na posicdo Cl. Os grupos protectores
sao removidos apds o tratamento por lavagem com TMSBr em
colidina e 4&gua, originando um grupo —OCH,CH,—PO(OH), na
posicao Cl1.

Para preparar o composto de fosfato ciclico de conformacgao
restrita da fdérmula (III) foram utilizados os compostos 26-30
como substéncias de partida no esquema de sintese ilustrado na
Figura 11. Fizeram-se reagir os compostos 26-30 com 1H-
tetrazole e o produto resultante foi tratado com fosforamidato
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de di-terc-butildiisopropilo causando uma ciclizacéo
intramolecular. A oxidacdo in situ do fosfonato com &cido
peracético produziu um fosfato «ciclico intermedidrio. A
redugao com TFA produziu os compostos da férmula (III).

Também podem ser preparados outros compostos de
conformacao restrita.

Como indicado na Figura 12, ¢é apresentado um esquema
alternativo para preparacdo de fosfatos ciclicos nos quais X'
e X° conjuntamente sdo —0-PO(OH)-O—. Faz-se reagir um
intermedidrio 1,3-diol protegido por Dbenzilo com POCls,
produzindo uma ciclizacado intramolecular. O tratamento com
palddio a 10% em carvado activado (Pd/C) sob atmosfera de H;
(como descrito acima) origina um fosfato ciclico com um grupo
hidroxilo 1ligado ao carbono C2. O intermedidrio ciclico ¢é
entdo tratado com um excesso de R-triflato e 2,6-di-terc-
butil-4-metilpiridina para dar o composto final.

Como indicado na Figura 13, é apresentado um esquema para
preparacdo de um fosfato ciclico no qual X' e X° conjuntamente
sdo —0—PO(OH)—-NH—. Utilizando como substéncias de partida os
intermedidrios 35-43 preparados acima, estes sdo tratados com
tris(l,2,4,-triazolo)fosfato seguido de lavagem com HCl a 2%,
que resulta em ciclizacdo intramolecular.

Como indicado na Figura 14, € apresentado um esquema para
preparacao de um composto ciclico no qual o grupo fosfato néao
faz parte do anel; especificamente, X’ e X° conjuntamente sao
—N(H)—C(0)-N(R')—. Utilizando como substadncias de partida os
intermedidrios 50-54 preparados acima, estes sao tratados com
COCl, anidro, o gqgue 1insere um carbonilo entre as aminas
ligadas aos carbonos C2 e C3 durante a ciclizacdao. 0Os grupos
protectores benzilo sao removidos do fosfato utilizando
palddio a 10% em carvao activado (Pd/C) sob atmosfera de H;
(como descrito acima).

Outra classe de compostos que podem ser utilizados como
agonistas ou antagonistas dos receptores de LPA sdo o0s
fosfatos de 4acidos gordos ou os fosfatos de cadeia linear.
Como indicado na Figura 8, o n-alcanol anidro e o l1H-tetrazole
podem ser dissolvidos em cloreto de metileno anidro. Pode
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adicionar-se uma solucdao de fosforamidito de dibenzil-N,N-
diisopropilo em cloreto de metileno anidro. Subsequentemente,
pode adicionar-se gota a gota &acido peracético em cloreto de
metileno anidro para dar os fosfatos de 4acidos gordos
protegidos por benzilo 101-105. Os grupos protectores benzilo
sdo removidos apds tratamento em metanol anidro com paladio a
10% em carvao activado (Pd/C) sob atmosfera de H; (como
descrito acima) para dar os fosfatos de acidos gordos 106-110.

Como alternativa para a preparacao de fosfatos de 4acidos
gordos, também podem preparar-se tiofosfatos e amidofosfatos.
Como indicado na Figura 9, por exemplo, podem dissolver-se
n-mercaptoalcanos e 1H-tetrazole em cloreto de metileno
anidro. Pode adicionar-se uma solucao de fosforamidito de
dibenzil-N,N-diisopropilo em cloreto de metileno anidro.
Subsequentemente, pode adicionar-se gota a gota Aacido
peracético em cloreto de metileno anidro para dar o0s
tiofosfatos de acidos gordos protegidos por benzilo. Os grupos
protectores benzilo sao removidos apds tratamento em metanol
anidro com palddio a 10% em carvao activado (Pd/C) sob
atmosfera de H, (como descrito acima), para dar os tiofosfatos
de 4cidos gordos. Como indicado na Figura 10, por exemplo,
pode dissolver-se uma n-alquilamina e 1H-tetrazole em cloreto
de metileno anidro. Pode adicionar-se uma solucgao de
fosforamidito de dibenzil-N,N-diisopropilo em <cloreto de
metileno anidro. Subsequentemente, pode adicionar—-se gota a
gota acido peracético em cloreto de metileno anidro para dar
os amidofosfatos de &cidos gordos protegidos por benzilo. Os
grupos protectores benzilo sao removidos apds tratamento em
metanol anidro com palddio a 10% em carvdo activado (Pd/C) sob
atmosfera de H, (como descrito acima) para dar 0s
amidofosfatos de acidos gordos.

Cada um dos esquemas de reacgao acima identificados pode
ser ainda modificado atacando um grupo amino primdrio como
indicado nas Figuras 17-20. O intermedidrio & preparado, por
exemplo, a partir dos compostos 50-54 que foram tratados com
TFA para remover O Jgrupo protector t-Boc, dando a amina
primdria na posicdo C2 e deixando ao mesmo tempo o fosfato
protegido.
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Na Figura 17, o composto intermedidrio que possui uma
amina primdria na posicgdo C2 é atacado com um halogeneto acido
(por exemplo, R!COCl), que converte a amina primdria numa
amida (-N(H)—C(O)-R'). O fosfato protegido por benzilo pode
ser entdo ser desprotegido utilizando o tratamento com paladio
a 10% em carvao activado (Pd/C) sob atmosfera de H; (como
descrito acima).

Na Figura 18, o composto intermedidrio que possui uma
amina primaria na posicao C2 é atacado com N-acetilimidazolina
em POCl;, que converte a amina primdria numa amina secundaria
(-N(H)—-imidazole). Também se ©podem wutilizar imidazolinas
substituidas. O fosfato protegido por benzilo pode ser entao
desprotegido utilizando o tratamento com palddio a 10% em
carvao activado (Pd/C) sob atmosfera de H; (como descrito
acima) .

Na Figura 19, o composto intermedidrio que possui uma
amina primdria na posicdo C2 & atacado com R'OC(0)Cl, que
converte a amina primdria num carbamato (-N(H)—-C(0)—0-R'). O
fosfato protegido por benzilo pode ser entao desprotegido
utilizando o tratamento com palddio a 10% em carvao activado
(Pd/C) sob atmosfera de H; (como descrito acima).

Na Figura 20, o composto intermedidrio gque possui uma
amina primdria na posicdo C2 é atacado com R'NCO ou com R'NCS,
que convertem a amina primaria numa uramida
(—N(H)—C(O)—N(H)—RH ou numa tiouramida (—N(H)—C(S)—N(H)—RH.
O fosfato protegido por benzilo pode ser entdao desprotegido
utilizando o tratamento com paladio a 10% em carvao activado
(Pd/C) sob uma atmosfera de H, (como descrito acima).

Portanto, os compostos nado ciclicos da presente invencao
podem ser preparados fazendo reagir @ (Y?0),P0-2''-z'®  ou
(Y?0) ,PO—2'*—P (OH) 0—2*'—2"?, nos quais z'' é —O(CH,),~ em que m é
um numero inteiro de 1 a 50, ou —0—; 7Z'? é —0O(CH,),— em que n é
um numero inteiro de 1 a 50, ou —-0—; Zz'> é H ou um primeiro
grupo de saida ou —-2z''-z'® formam juntos o primeiro grupo de
saida e Y’ é H ou um grupo protector; com um composto
intermedidrio de acordo com a fdérmula (VI), seguido de uma
etapa de desproteccgdo, se necessdria, ambas realizadas em

condicdes eficazes para dar um composto de acordo com a
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férmula (I) na qual X' é (HO),PO-2z'-— ou (HO),PO—Z°-P(0OH)0—-2'— em
que 7' e 2z sdo definidos como acima.

O composto intermedidrio de férmula (VI) tem a seguinte

estrutura:
:g:l.‘j
11 ] £2
X X (VI)
na qual

X% e xY sdo ambos R"-NR'“-A- sendo cada um igual ou
diferente;

X' é OH, NH,, SH ou um segundo grupo de saida;

A é uma ligacado directa, (CHy)x em que k é um numero inteiro
de 0 a 30, ou 0O;

Q11 e Q12 sdo independentemente H; ou =0;

R &, independentemente, hidrogénio; um alquilo de cadeia Cl1
a C30 linear ou ramificada; um alcenilo de cadeia C2 a C30
linear ou ramificada; um anel aromdtico com ou sem mono—, di-
ou trissubstituigdes do anel seleccionadas do grupo de
alquilos, alcoxis, 4&cidos e 4&lcoois; um acilo incluindo um
anel aromatico; um arilalgquilo incluindo um alquilo de cadeia
Cl a C30 1linear ou ramificada; um ariloxialguilo incluindo
alquilo de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada; —C(0)—0-R';
e

R'? &, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia C1
a C30 linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a C30
linear ou ramificada, um anel aromdtico com ou sem mono—, di-
ou trissubstituig¢des do anel, um acilo incluindo um alquilo C1
a C30 ou um anel aromdatico, um arilalguilo incluindo alqguilo
de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada ou um ariloxialquilo
incluindo alquilo de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada;

R'® &, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia C1
a C30 linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a C30
linear ou ramificada, um anel aromdtico com ou sem mono—, di-
ou trissubstituig¢des do anel, um acilo incluindo um alquilo C1
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a C30 ou um anel aromdtico, um arilalguilo incluindo alquilo
de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada ou um ariloxialquilo
incluindo alguilo de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada;

seguido de uma etapa de desproteccgdo, se necessdario, em que as
ambas as referidas etapas de reaccdo e de desproteccgado séao
efectuadas em condic¢des eficazes para formar um composto de
acordo com a férmula (I) na qual X' é (HO),PO-Z'— ou
(HO) ,PO—Z°—P (OH) O—2"'—.

Tendo preparado os agonistas e antagonistas dos receptores
de LPA da presente invencao, estes compostos podem ser
utilizados para preparar composicdes farmacéuticas adequadas
para o tratamento de doentes como descrito a seguir neste
documento. Por conseguinte, um outro aspecto da presente
invengao refere-se a uma composicgao farmacéutica gque inclui um
veiculo farmaceuticamente aceitdvel e um composto da presente
invencao. A composicao farmacéutica também pode incluir
excipientes ou estabilizadores adequados e pode ter a forma
s6lida ou liguida como comprimidos, céapsulas, pds, solucgdes,
suspensdes ou emulsdes. A composicdao contém, tipicamente,
cerca de 0,01 a 99 por cento, de preferéncia de cerca de 20 a
75 por cento de composto(s) activo(s), Jjuntamente com o
veiculo, excipiente, estabilizador, etc.

As formas unitdrias de dosagem sdélidas podem ser do tipo
convencional. A forma sdélida pode ser uma capsula, por exemplo
do tipo normal de gelatina contendo os compostos da presente
invencao e um  veiculo, por exemplo lubrificantes e
aglutinantes inertes como lactose, sacarose ou amido de milho.
Numa outra concretizacdo, estes compostos sdo produzidos sob a
forma de comprimidos com bases convencionais de comprimidos
como lactose, sacarose ou amido de milho em associacao com
aglutinantes como goma arabica, amido de milho ou gelatina,
agentes desintegrantes como amido de milho, amido de batata ou
dcido alginico e um lubrificante como o &acido estedrico ou o
estearato de magnésio.

Os compostos da presente invencdo também podem ser
administrados em formas de dosagem injectdaveis ou de aplicacéo
tépica, através da dissolucdao ou suspensadao destes materiais
num diluente fisiologicamente aceitdvel com um veiculo

farmacéutico. Estes veiculos incluem liquidos estéreis como
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dgua e Oleos, com ou sem adicdo de um tensiocactivo e outro
veiculo farmacéutica e fisiologicamente aceitdvel, incluindo
adjuvantes, excipientes ou estabilizadores. Exemplos de &leos
sdao os derivados do petrdleo, os de origem animal, vegetal ou
sintética, por exemplo, &6leo de amendoim, &leo de soja ou 6leo
mineral. Em geral, 0s veiculos liquidos preferidos,
especialmente para solucgdes injectaveis, sdao a &agua, solucao
salina, solucadao aquosa de dextrose e outro acgucar relacionado
e glicdis, como por exemplo propilenoglicol ou
polietilenoglicol.

Para utilizacao sob a forma de aerossdis, os compostos da
presente invencao em solugao ou em suspensao podem ser
acondicionados em recipientes pressurizados juntamente com os
propulsores adequados, por exemplo propulsores de
hidrocarbonetos como propano, butano ou isobutano com
adjuvantes convencionais. 0Os materiais da presente invencéao
também podem ser administrados numa forma nao pressurizada,

como por exemplo, num nebulizador ou num atomizador.

Consocante o tratamento a ser efectuado, o0s compostos da
presente invengdo podem ser administrados por via oral,
tépica, transdérmica, parentérica, subcutédnea, intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, por instilacdo nasal, por
instilacdo intracavitdria ou intravesical, por via intra-
ocular, intra-arterial, no interior da lesd&o ou por aplicacéo
em membranas mucosas como as do nariz, garganta e brdnqguios.

As composicdes no Aambito da presente invencdo incluem
todas as composic¢cdes nas quais o composto da presente invencgao
¢ incluido numa quantidade eficaz ©para realizar o fim
pretendido. Embora as necessidades individuais variem, a
determinacao dos intervalos Oéptimos das quantidades eficazes
de cada componente estd no éadmbito da competéncia na
especialidade. As posologias tipicas incluem cerca de 0,01 a
100 mg/kg do peso corporal. As posologias preferidas incluem
cerca de 0,1 a cerca de 100 mg/kg do peso corporal. As
posologias mais preferidas incluem cerca de 1 a cerca de
100 mg/kg do peso corporal. O regime de tratamento para a
administracao dos compostos da presente invencdao também pode
ser determinado facilmente pelas pessoas competentes na
matéria.
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Verificou-se que certos compostos da presente invencdo sao
Uteis como agonistas dos receptores de LPA enquanto gque outros
compostos da presente invencao sao Uteis como antagonistas dos
receptores de LPA. Devido as diferencas nas suas actividades,
0s diversos compostos tém utilizagdes diferentes. O sujeito
animal preferido da presente invencdo é o mamifero, isto &, um
individuo pertencente a classe dos Mamiferos. A invengdo é
especialmente Util para o tratamento de sujeitos humanos.

Um aspecto da presente invencdo refere-se a um método de
modulacdo da actividade dos receptores de LPA in vitro que
inclui proporcionar um composto da presente invengao com
actividade como agonista dos receptores de LPA ou como
antagonista dos receptores de LPA e contactar um receptor de
LPA in vitro com o composto em condig¢des eficazes para modular
a actividade do receptor de LPA.

O receptor de LPA estd presente numa célula gque expressa
normalmente o receptor de LPA ou dque, em vez disso, foi
transformada para expressar um receptor de LPA especifico. Os
receptores de LPA adequados incluem, sem limitacado, os
receptores EDG-2, EDG-4, EDG-7 e PSP-24. Os tecidos que contém
células que expressam normalmente estes receptores estéao
indicados na Tabela 1 acima. Ao efectuar-se o contacto de uma
célula com o agonista do receptor de LPA ou com o antagonista
do receptor de LPA da presente invencdo, o contacto pode ser
efectuado enquanto a célula estd in vitro.

Para expressar de forma heterdloga estes receptores em
células hospedeiras que normalmente nado o0s expressam, pode
introduzir-se, em orientacdo de sentido directo, uma molécula
de 4acido nucleico que codifique um ou mais destes receptores
num vector de expressao que 1inclui regides reguladoras
apropriadas da traducdo e transcricdo (isto €, promotores e
sinais de terminagdo da transcricado) e depois as células
hospedeiras podem ser transformadas com o vector de expressao.
O vector de expressdo pode integrar-se no genoma celular ou
estar simplesmente presente Como material nuclear
extracromossémico. A expressdo pode ser constitutiva ou
indutivel, embora a expressao constitutiva seja adequada para
a maior parte dos fins.
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As sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos do EDG-2 séao

conhecidas e sao comunicadas em An et al.
de acesso U80811,

N.°

(1997b)

que aqui se incorporam como referéncia.

e em Genbank

Uma molécula de &cido nucleico que codifica o EDG-2 tem uma

sequéncia de nucledtidos

indicada a seguir:

atggctgoca
gaaccacagt
ctigoracag
atctitcateoa
catittceta
gectachtok
tagoctontge
sfetabbgons
aaccggegsy
atacooagkg
ctebtacagkyg
atggtgytee
cgguaagtt
gheatbgtae
gacgtgogeot
gaattocaact
accbttagqye
bEeagacogot
cactoetghtygg

O

MRRISTSIFY
IFIMULANLEWY
WLLRQGLIDT
IPSVEUNCLIC
PHSSEPREER
BFNSAMNFLI
HSVV

receptor

tetotacthe
goetbetacas
aatgosacas
tgttggocaa
thtatkanct
abeboatgtt
gheagggagt
togagaagon
tagtgugkgyt
tgggotggaa
actebbagtt
totabactga
bed @ {e £ Xaludadote
ttaggaoett
ghocacagtg
ctgeoatgaa
agatcotobg
oggettaota
Etrag

ISQPQOFTAMN
MVAIYVNRRE
SLTASVANLL
DIENCSHMA W
UTMMSLLKTY
TSYRDKEMSA

EDG-2
aminodcidos de acordo com a SEQ.

cateootgta
caaghecatt
agteoagoaay
getattggte
Jatggotast
gaacacaIgya
catbgacacy
cattasoggty
gattgtaggtoe
grgtarptgt
agtotbetgy
catotitggan
gdeggastogy
tatecatokge
cgacgtgoby
cogoateath
ctgocagoqo
cetcaanoac

de acordo

sttbtoacage
fotsdatul wley ey of =
ctggtgatgy
atggtyycaa
ctggotgety
cagaakacste
agectgacgy
rresgeatge
atotyggacta
gatattgaas
goecatttioa
tatgtiogoe
gatacoatgs
tggactonty
gootatgaga
tagtectacy
agtgagaacy
acoatobbagy

codificado
ID. N.°

com a SEQ.

cocaghbtoan
atascogaay
gacttgyaat
toratgbeaa
dagacttotk
ggagactgas
catekgtgge
agetecagac
tggecatogt
attgteccas
acttggtygae
dagaggactat
tgagtotiot
gabtggttt
aattobtece
gogacsaaga
CoACTHIULR
otggagtboa

tem uma

2,

ID. N.° 1,
ageoatgaalb &0
toggasagcat 129
cactgtihgt 18§
segoogetta 240
tgotggatty 300
tgktageacs 360
cvaapttacty 430
acggatgage 488§
tatgggtygct 540
catgooacan 4C0D
chtbgtggta 860
gagaatgict 720
gaagactgtg  TAD
gttacttcta B4l
tctocttget 800
aatgagegese 960
sacagasage 1430
Sxgoaatgas 100

1085
sequéncia de

ERQUFYNEST AFFYHRSGEN IATEWNTVEE LVMOELGITWC
BEFRIVYIMAY LAARDFRAGL AYFYLMFNTG PNTRRLITVST
ARIATBRHITV FRMOLETRME NERVWVVIVY INTMAIVMGA
LYEDSYLVFW AIFNLVIFVW NVWLYAHIFG YVRORTMHMS
VIVLAAFIIC WEPGLVLLLL DVCCPQUDVE AVERFFLLLA -
TFRQILOCCOR SEVPTGPTES SURSASSLEH TILAGVHSND

indicada a seguir:

858
120
180
240
3090
350
3gd

As sequéncias de nucledtidos e de aminodcidos do EDG-4 séo

conhecidas e sao comunicadas em An et al. (1998b) e em
Genbank, N.° de acesso NM_004720, gque =se 1incorporam cComo
referéncia. Uma molécula de 4&cido nucleico gue codifica o

EDG-4 tem uma sequéncia de nucledtidos de acordo com a SEQ.

ID. N.° 3, indicada a seguir:

atgogtoates tgggooangty ctactacaac gagaocalioyg gettottobta Caasaacagr gf
gygcaasagage bcagoteooa ohbggogooce aaggatghbgy btoghggbgoo aobhgoggety 120
acogteagoy hgotgotoet gekgsccaat otgerhggtea tageagorat ogootdcaas 180
egcocgettoe accagooeat ctastacoty crtoggesake tggoegogge bgacokebts 240
gegggogtgy cotacchtobt cotcatgite cacactggte coogoacago cogackbbea 300
chigagggort gobroctiacg gesggaotiy obggacaciaa gootoactgo gtoggbgges 380
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agaotgokg coabtogoogt gorgogyoae cgoagighas tggeogtgea gobgoacago 420
cgeotyocoe ghtggoogegt ggtestgobe atbgbgogey tgtgogtgas tgecotggge 4EB0
ctggggetge tgootgecea cteectggoac tgoctehbghty occtggacey ctgetoacge 5490
atgguacoon tgutoagoryg ctootattty googbehgay chetgtogag oobgotighe 600
tioetgobes tgghggobgt ghacacooge atbbbetbor aegbgoeqees gogaghtgoag 860
cgeatggrag agoabgtocay ctgecacoce cgoiacogay agaccasget cagoobgghe 720
aagactgtty tcatcatoot gyougogtte gtggtotget ggacaccagy coeggtgyta 780
ctgetoctgy atggtttagy chgtgaghcee tgeaatytoe tygetghtaga aaaghbacthbe €40
ctactgtlgy ccgaggecaa ¢tosctggte aatuctgotyg tgtackaotiy cogagatget S0
gagatgegee geacoticeg cogectioto tgoetgogogh gecteegoes gtocacosge 980
gagtotgbeo actaktacate ctotgeecay ggagghycea geactegeat catgoticoo 1020
gagaseggic acecactgat ggactosacs obbtag 1088
O receptor EDG-4 codificado tem uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com a SEQ. ID. N.° 4, indicada a seqguir:

MVIMGQCYYN ETIGFFYRNS GRELSSHWRD XDVVWVALGL TVSVLVLLIN LLIVIAAIASK &8
RRFHQPYYYL LOWNLAARDLE AGVAYLFLMF HTGPRTARLS LEGWFLRQGL IOTELTASVA 120
TLEAIAVERH ROVMAVQLHS RLPRGRVVML IVEVWVAALS LOLLPAHSWHE CLOALDROSE 180
MARPLLAREYL AVNALSSLLV FLIMVAVYTR IFFYVRERRVY RMAEHVSCSEP RYRRTTLSLYV 240
ETVVIILGAE VWORTRGLVY LULLDGLGCES CNVIAVERYF LILARANSHV NAAVYSCHDA 300
EMRRIFRELL CCRCLRQSTR REVRYTSSA) GEARTRIMLF ENGEPLMOST L kY. %3

aminodcidos do EDG-7 séao
(1999)

que se incorporam agqui como

As sequéncias de nucledtidos e de

sdo comunicadas em Bandoh et al.
de acesso NM_012152,
Uma molécula de 4&cido nucleico que

conhecidas e e em
Genbank, N.°
referéncia.

EDG-7 tem uma sequéncia de nucledtidos de acordo com a SEQ.

codifica o

ID. N.° 5, indicada a seguir:

atgastgagt gbeactabtga caagoacaty gacttiibbtt ataatacgay caacagtgalt 50
sctgbogaty actggacagy aacasagobtt gtgattgbtt tgbgtgtigy gacghtitte 120
tgoobgtits tERTRUTELRS taatboioty atoatogqogy caghgatesa asacagasaa 180
titecattice cobtotacta cptgtiggek aatttagoty otgocgattt cobttogeotaga 240
abtgeetaty battecbgab gbibaacaca ggoooagtbitt caszaacttt gactghoase 300
oegetggitte toegbcaggy goettoctagas agtagoetbga cbgotheoet caccaactitg 360
stgghtatey cogtygagdy geadatgtoa atcatgagga tgoggghtoca tagoascctg 420
accasasaga gggtgacack gotoatihbbty chbgtobgyg ecatcogooat ttttatgoge 460
goggbooooa csotgggoby geattgorto tgoaacatet ctgoctgots vhoccotgges 540
coeatttaca goaggagtia cotigtttto tggacagtat ocascobcat ggectiooke $00
atcatggityg tqgtgtacct goggatotae gtgtacgtea agaggaasac caacghotbg S50
totengoata caagtgagtc catcagocge cggaggacac coatgasget aatgasgacg 7320
grgatgacty tottaggggn gthtgtggra tgotggaenn dggucotgot gattobtgete 780
ctegacggoes tgasctgoag graghbgtggo gtycagoaty tgaasaggtg gitoctgctg 840
ctggogelge toaacteogt cgbgesaccoo abtcatetack cotacaagys cgaggacaty 500
tatggecacea toaagaagast gatetgebge biotoboagg ageacovaga gaggogione 980
tovogeates cotdgacagt sotcagoagg aghgucacag geagecagta catagsggat 1020
agtattagon aaggtgoagt cbtgcaatasa agoacttect aa 1062

O receptor EDG-7 <codificado tem uma sequéncia de

aminodcidos de acordo com a SEQ. ID. N.° 6, indicada a seguir:
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MNECHYDNHM DFFYRRENTD TVIDNTGTRL VIVICVETRF CLPIFFSNSL VIRAVIKNRK &0
FHFPFYYLLA NLARADFRAG IAYVFLMENT GEVEXTLIVN RWPLRQELILD SSUTASLINL 120
DVIAVERHMS IMRMRVISNL THKERVILLIL LVRATAIFME AVPTLGWNCL CNISACSSLA 180
BIYSREYLVEF WIVSNLMASL IMVVVYLRIY VYVERXTHNVL SEHTSUSISR RRTRMEIMET 240
VNTVLGAFVY CWTRGLVVLL LDSINICRGCHE VORVERWFLL LALIMNSVINP ITVYSYEDEDM 300
YETMREMICD FEQENPERRP SRIPSTVISR SDTGSQYIED SISQCAVCRK ST 353

As sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos do PSP-24

sdo conhecidas e sao comunicadas em Kawasawa et al.
de acesso AB030566,
Uma molécula de &cido nucleico que codifica o

em Genbank,
referéncia.

N.°

que aqui

se

(2000)
incorporam

e

PSP-24 tem uma sequéncia de nucledétidos de acordo com a SEQ.

ID. N.° 7, indicada a seguir:

atggrottet cggoaghtgtt gactgogbte datacsgyua catocaacac aacattiygte €0
glotatgasa scacctacat gaatattara ctoechooac catteoragea tockgaccte 120
agtezatbge bttagatatag ttttgasace atggotooon ctggtibtgag ttoottgace 180
gtgaatagta caachkgtoce cacaacacca geagceattta agageoctaaa ctitgooetekt 240
cagatcacoe bttobgobat astgatatitc atteigittg bgtoettttor tgggmacktg 300
gtighthgeo teatggttta cocasaaaget gocatgaggt ctgcaattaa cakochtoonkt 360
goRagookayg ottttgeaga catgbtgett geaghgeotga acatgooett fgecckggba 420
actattetta ctaccogaty gattittgyy saaktettot gtagggtate tgotabgtest 480
ttotgghtat tighgataga aggagtagee atoptgetoa bteattageoat agataggtte  S40
cttactatayg tocagaggea gugataagota aacucatata gagobasggt tobgatbgoa €00
gtttottgog caactboodtt tégtgtaget bbtectitsg cogtaggasa cooogacchbyg $60
cagabacgit coogagoboe coagtgbygtyg ttigggtaca caaccaatoc aggotacosag 720
goebtatgtga tittgatiico tebeatbtok ttotheatas cckiochggtr aatackghac 780
toatttatgy geatacteaa caccetbooy cacaastgont tgsguateca tagetaceot 840
gaaggtatat gootcagoea ggocagrasa cbgggtotoa tgagtotgoas gagacetibe o
cagatygagea tbgacatgoy ctttaamaca cghgcothoa ocactatttt gattctobbt 380
getgiektea thgtobgoty gegocecatte accactiaca goeotighgye ascattcoagt 1020
aageactttt actatoagea caacbtitib gagattages ccotguetact ghtggobetgeo 1080
tacotonagt ctgoatigaa toogotgate tactacigga gyatiasagss atbowatgad 11490
getbgootgy acatgatgoee taaghectie aagbtttbbge cgeagetece tggbcacaca 1200
asgogacgga tacgtectag tgctgtotat gtgtgbgogy asdcatocggac gotggtgkga 1280

O receptor PSP-24 codificado tem uma sequéncia de

aminodcidos de acordo com a SEQ. ID. N.° 8, indicada a seguir:

MUYTSAVLTAF ATCETSNTIFY VYENTYMNIT LPPPRQRPUL SPLLEYSFET MRPTELESLT L1
VHSTAVETTE AAFKSLNLEDL QITLSATIMIF ILFVSFLGND VVOLMVEPGORE BMESAINILL 120
ASLAFADMLY, AVLNMPFRLY TILTTRWIFG KEFORVEAMF FWLFVIEGVA TLLIISIDREF 180
LIIVQRQDKL RPYRAXKVLIA VSWATSFCVA FFLAVGHNFDL OIPSRAPQCY POYTTNREYR 240
AYVILIBLIS FFIPFLVILY SPFMGIINTLE HNALRIESYP BGICLSCQASKE LSLMSLORPF 300
OMSIDMEPKT RAFTTILILF AVFIVCHWAPRF TIYSLUATES KHEFYTOHMRF EISTRLLWLC 360
FLEESRALNELY YYWRIKKFHD ACLUMMPYSE XFLPOLFGHY ERRIEPSAVY VIGEHRTVY 418
Os agonistas dos receptores de LPA induzirao,
caracteristicamente, actividade do tipo do LPA a partir de um
receptor de LPA, que pode ser medida qguimicamente, por
exemplo, correntes de Ca’’ ou de Cl em obécitos, ou examinando

as alteracgdes da morfologia, mobilidade, proliferacao, etc.,
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das células. Pelo contrdrio, os antagonistas dos receptores do
LPA blogquearado caracteristicamente a actividade do tipo do LPA
a partir de um receptor de LPA. Isto, também, pode ser medido
gquimicamente, por exemplo, correntes de ca’* ou de Cl em
ob6bcitos, ou examinando as alteracodes da morfologia,
mobilidade, proliferacédo, etc., das células.

Como se salientou acima, o LPA ¢é uma molécula de
sinalizacdao que estd envolvida em varias vias celulares
diferentes que envolvem a sinalizagdao através dos receptores
do LPA, incluindo o8 receptores do LPA acima descritos.
Portanto, prevé-se que o0s compostos da presente invencgao
modulem os efeitos do LPA sobre o comportamento celular,
actuando como antagonistas dos receptores do LPA ou como
agonistas dos receptores do LPA.

Um aspecto da presente invengdo refere-se a utilizacgdo de
um composto da presente invengdo para tratamento do cancro e a
administracao de uma quantidade eficaz do composto a um doente
de maneira eficaz para tratar o cancro. Os tipos de cancro gue
podem ser tratados com o8 compostos da presente invencao
incluem os cancros caracterizados por células cancerosas cujo
comportamento pode ser atribuido, pelo menos em parte, a
actividade mediada pelo LPA. Estes tipos de cancro séao
caracterizados tipicamente por células cancerosas que
expressam um ou mais tipos de receptores do LPA. Exemplos de
formas de cancro incluem, sem limitacdo, o cancro da préstata

e o cancro do ovario.

Os compostos da presente invencdo que sado particularmente
Uteis para tratamento do cancro s&o o0s antagonistas dos
receptores do LPA.

Quando se administram os compostos da presente invencgao,
eles podem  ser administrados por via sistémica ou,
alternativamente, podem ser administrados directamente num
local especifico onde as células do cancro estao presentes.
Portanto, a administracdao pode ser realizada de qualqgquer
maneira que seja eficaz para entregar o composto a células
cancerosas. Sem se estar restringido a teoria, cré-se que o0s
antagonistas dos receptores do LPA, ap6és ligacao aos
receptores do LPA, irdo inibir a proliferacdo ou a metdastase
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das células cancerosas ou de outro modo destruir essas células
cancerosas. Tal como se indica no Exemplo 12 infra, vAarios
compostos antagonistas do LPA da presente invencdao foram
citotdxicos para as linhas celulares do cancro da prdstata que
expressam um ou mails receptores do LPA do tipo acima descrito.

Quando os compostos antagonistas do LPA ou as composicdes
farmacéuticas da presente invencdo sao administrados para
tratar o cancro, a composicao farmacéutica também pode conter,
ou ser administrada juntamente com outros agentes terapéuticos
ou regimes de tratamento presentemente conhecidos ou a virem a
ser desenvolvidos para o tratamento de varios tipos de cancro.

A invasdo cancerosa € um processo complexo de varias
etapas no qual células individuais ou grupos de células se
destacam do tumor primdrio e atingem a circulacdo sistémica ou
os linfdticos para se disseminarem pelos diferentes O&rgaos
(Liotta et al., 1987). Durante este processo as células
tumorais tém que ficar presas em capilares, extravasar e
migrar para o estroma dos tecidos para produzirem focos
secunddarios. Primeiro, as células tumorais tém que reconhecer
sinais na célula endotelial que as prende dgquando estdo na
circulacdo. Segundo, as células tumorais tém que se ligar a
glicoproteina laminina da membrana basal através dos
receptores da laminina da superficie celular. Apds ligacdo a
membrana basal, as células tumorais segregam proteases para
degradar a membrana basal. Apds ligacdo e protedlise local, a
terceira etapa da invasdo é a migracao das células tumorais. A
motilidade celular desempenha um papel central na invasao e
metdstase das células tumorais. A relacgdo entre a motilidade
das células tumorails in vitro e o comportamento metastdtico em
experiéncias em animais indicam uma correlagdo directa forte
(Hoffman-Wellenhof et al., 1995). E um facto bem documentado
que os PLGF favorecem a proliferacdo e aumentam a capacidade
invasiva das células cancerosas in vitro. Imamura e
colaboradores estabeleceram que as células cancerosas
necessitam de factores séricos para a sua invasao (Imamura et
al., 1991) e posteriormente identificaram o LPA como O
componente sérico mais 1importante que ¢é totalmente capaz de
restabelecer a invasadao de células tumorais em sistemas isentos
de soro (Xu et al., 1995a; Imamura et al., 1993; Mukail et al.,
1993).
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Demonstrou-se que o0s PLGFR sao expressos em linhas
celulares de cancro dos ovarios, nomeadamente as células OCCl
e HEY. Andlises por RT-PCR revelam especificamente a presenca
de receptores EDG-2 e EDG-7 nestas linhas celulares.
Recentemente, Im et al. (2000) demonstraram que EDG-7 &
exXpresso em linhas celulares do cancro da préstata,
nomeadamente as células PC-3 e LNCaP. A andlise por RT-PCR
efectuada nas linhas celulares do cancro da prdstata DU-145,
PC-3 e LNCaP revelou que o EDG-2, EDG-4, EDG-5 e EDG-7 estao
presentes nas trés linhas celulares do cancro prostéatico,
enquanto que o EDG-3 estd presente nas linhas celulares LNCaP
e DU-145 do cancro da préstata.

Como se indica nos exemplos, vVvarios antagonistas dos
receptores do LPA da presente invencao sao capazes de atingir
linhas celulares especificas do cancro da préstata e linhas
celulares especificas do cancro do ovario. Portanto, o0s
antagonistas do LPA da presente 1invencgdao proporcionam uma
abordagem alternativa para o tratamento de cancros mediados
pelo LPA, incluindo o cancro da prdstata e o cancro do ovario.

Outro aspecto da presente invencao refere-se a utilizacéo
de compostos da presente invencdo para intensificacdao da
proliferacdo celular. Esta utilizacdo para intensificacao da
proliferacado celular inclui as etapas de proporcionar um
composto da presente invencgado com actividade como agonista de
um receptor de LPA e contactar o receptor de LPA numa célula
com o composto de maneira eficaz para intensificar a
proliferacao da célula induzida pelo receptor do LPA.

Além das funcgdes que o LPA desempenha na modulacao da
actividade das células cancerosas, existem fortes indicacgdes
que sugerem que o LPA também desempenha um papel fisioldgico
na cicatrizacdo natural das feridas. Em locais com feridas,
pensa-se que o LPA proveniente de plagquetas activadas ¢é
responsavel, prelo menos em parte, pela estimulacdao da
proliferacdo celular no local da lesao e inflamacao,
possivelmente em sincronizacao com outros factores derivados
de plaquetas (Balazs et al., 2000). Além disso, o LPA por si
préoprio estimula a agregacdo plaquetaria, que por sua vez pode
ser o factor que inicia um elemento de retro-regulacao
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positiva da resposta inicial de agregacdo (Schumacher et al.,
1979; Tokumura et al., 1981; Gerrard et al., 1979; Simon et
al., 1982).

Devido ao papel desempenhado pelo LPA na proliferacéao
celular, os compostos que possuem uma actividade agonista dos
receptores do LPA podem ser utilizados de maneira eficaz para
promover a cicatrizacadao de feridas.

O objectivo principal no tratamento de feridas é conseguir
o0 encerramento da ferida. As feridas cuténeas abertas
representam uma categoria importante de feridas e incluem
queimaduras, ulceras neuropaticas, Ulceras de decubito,
Ulceras por estase venosa e Ulceras diabéticas. As feridas
cutdneas abertas cicatrizam habitualmente por um processo
constituido por seis componentes principais: i) inflamacéo,
ii) proliferacédo de fibroblastos, iii) proliferacgdo de vasos
sanguineos, iv) sintese de tecido conjuntivo, V)
epitelializagcdo e vi) contraccao da ferida. A cicatrizacao de
feridas é prejudicada quando estes componentes,
individualmente ou como um todo, nado funcionam correctamente.
Varios factores podem afectar a cicatrizacdo das feridas,
incluindo malnutricdo, infeccdo, agentes farmacoldgicos (por
exemplo, actinomicina e esterdides), diabetes e idade avancada
(ver Hunt and e Goodson, 1988).

Demonstrou-se que 0Ss fosfolipidos sao reguladores
importantes da actividade celular, incluindo a mitogénese (Xu
et al., 1995b), apoptose, adesao celular e regulacao da
expressao génica. Especificamente, por exemplo, o LPA
desencadeia efeitos semelhantes aos dos factores de
crescimento sobre a proliferacdo celular (Moolenar, 1996) e a
migragao celular (Imamura et al., 1993). Também foi sugerido
que o LPA desempenha um papel na cicatrizacdo e regeneracgao de
feridas (Tigyi e Miledi, 1992).

Em geral, os agentes que promovem um influxo mais réapido
de fibroblastos e de células endoteliais e epiteliais as
feridas devem aumentar a velocidade de cicatrizacao das
feridas. 0Os compostos que sdo Uteils para tratar a cicatrizacéo
de feridas podem ser identificados e testados em varios
modelos in vitro e in vivo.
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Os sistemas in vitro modelam componentes diferentes do
processo de cicatrizacdo das feridas, por exemplo o retorno de
células a uma monocamada confluente "ferida" de células de
culturas de tecidos, tais como fibroblastos (Verrier et al.,
1992), células endoteliais (Miyata et al., 1990) ou células
epiteliais (Kartha et al., 1992). Outros sistemas permitem a
medicdo da migracdo e/ou proliferacdo das células endoteliais
(Muller et al., 1987; Sato et al., 1988).

Os modelos in vivo para a cicatrizacdao de feridas também
sdao bem conhecidos na especialidade, incluindo modelos de
epiderme de suinos ferida (Ohkawara et al., 1977) ou lesdes da
mucosa oral induzidas por farmacos na bolsa jugal do hamster
(Cherrick et al., 1974).

Os compostos que sao eficazes na cicatrizacado de feridas
também podem ser administrados em associacao, isto €, na
composicao farmacéutica ou administrados simultaneamente por
vias diferentes, com um medicamento seleccionado do grupo gue
consiste num agente antibacteriano, um agente antiviral, um
agente antifungico, um agente antiparasitdrio, um agente anti-
inflamatdério, um agente analgésico, um agente antipruriginoso

ou uma combinacdo dos mesmos.

Um modo preferido de administracdo para a cicatrizacao de

feridas é a via todpica. Contudo, alternativa ou
concomitantemente, o agente pode ser administrado pelas vias
parentérica, subcuténea, intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal ou transdérmica. Como alternativa ou

concomitantemente, a administracdo pode ser efectuada por via
oral. A posologia administrada depende da idade, estado de
saude e do peso do receptor, do tipo de tratamento
concomitante, se for o <caso, frequéncia do tratamento e
natureza do efeito desejado.

No caso das aplicacdes tépicas preferidas, especialmente
para o tratamento de seres humanos e de animais com uma
ferida, prefere-se administrar uma quantidade eficaz de um
composto na drea ferida, por exemplo, nas superficies
cutédneas. Esta quantidade varia geralmente entre cerca de
0,001 mg e cerca de 1 g por aplicacdo, dependendo da &area a
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ser tratada, da gravidade dos sintomas e da natureza do
veiculo tépico utilizado. Uma das preparacgdes tdpicas
preferidas € uma pomada na qual se utilizam cerca de 0,01 a
cerca de 50 mg de principio activo por ml de base da pomada,
como por exemplo o PEG-1000.

EXEMPLOS

Os exemplos seguintes destinam-se a ilustrar, sem de
maneira alguma limitarem, o ambito da presente invencao tal
como exposto nas reivindicacgdes em anexo. Os compostos
preparados de acordo com os Exemplos 3, 6, 7, 8 e 9 estao fora
do dmbito das reivindicacgdes.

Materiais e Métodos

Foi utilizado um aparelho para determinacdao dos pontos de
fusdo (p.f.) pelo método capilar de Thomas-Hoover para medir
todos os pontos de fusdao (p.f.), gue nao foram corrigidos.

Os espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN) de ‘H
e C foram registados num espectrémetro Bruker AX 300 (300,
75,5 MHz). Os valores dos desvios quimicos (0) sao expressos
em partes por milhdo (ppm) relativamente ao tetrametilsilano
(TMS) . Os picos sédo abreviados como se segue: s - singuleto, d
- dupleto, t - tripleto, g - guarteto, sl - singuleto largo; m
- multipleto.

Os espectros de ressonéncia magnética de protao,
carbono 13 e fésforo 31 foram obtidos num espectrdmetro Bruker
AX 300. 0Os desvios guimicos do protdao e do carbono 13 sao
apresentados como partes por milhdao (8) relativamente ao
tetrametilsilano (TMS). Os espectros de fdésforo 31 séao
apresentados como partes por milhdo (&) relativamente ao
trifenilfosfato 0,0485 M em acetona-dg com & = 0 ppm.

Os espectros de infravermelho (IV) foram registados num
Sistema Perkin Elmer 200-FTIR.

Os espectros de massa (MS) foram registados num
espectrémetro Bruker Esquire AG ou Bruker Esquire LC/MS por
infusao directa wutilizando wuma interface por pulverizacgao
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electrostdtica (Electrospray Interface — ESI) em modo positivo
ou negativo. Os dados dos espectros foram consistentes com as
estruturas atribuidas.

A andlise elementar foil realizada pela Atlantic Microlabs,
Inc. (Norcross, GA) e os valores obtidos estdao dentro do
intervalo de #0,4% dos valores tedricos.

Utilizou-se silica gel (Merck, 230-400 mesh ou 200-
425 mesh, 60A°) para a cromatografia flash em coluna.

A  TLC analitica foi realizada em laminas para TLC
revestidas com silica gel 60 F 254 da Sigma-Aldrich com
suportes de aluminio (espessura de 200 ou 250 micron).

Salvo indicacdo em contrario, todos os reagentes,
solventes e meios cromatograficos foram adguiridos Jjunto da
Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI), Fisher Scientific
(Pittsburgh, PA) ou Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) sem
purificacado ulterior. O tetra-hidrofurano (THF) foi seco por
destilacdo a partir de sdédio metdlico com benzofenona como
indicador. O cloreto de metileno anidro (CH;Cl;) foi destilado
a partir do hidreto de cédlcio (CaH;). Todos os monoglicéridos
eram da Nu-Check-Prep (Minneapolis, MN). A t-Boc-serina foi
adquirida da Fluka.

Todos os lipidos foram adquiridos a Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL). A albumina de soro bovino sem &acidos gordos
(BSA). Antes da utilizacao, o LPA foil complexado a uma razao
molar de 1:1 com BSA 1 mM dissolvido em solucdo salina
equilibrada de Hank sem Ca®’, contendo EGTA 1 mM. Aliquotas de
todos os outros lipidos foram dissolvidas em MeOH e misturadas
com LPA antes da aplicacdo ou conforme indicado.

O reagente de transfeccédo, Cytofectene, era da Bio-Rad
(Hercules, CA). O Fura-2 AM era da Molecular Probes (Eugene,
OR) .

Os meios de cultura, o soro bovino fetal (FBS) e o G418
foram adquiridos a Cellgro (Herndon, VA).
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As células RH7777, que expressam de forma estdvel o Edg-4
humano, foram amavelmente cedidas ©pelo Dr. Kevin Lynch
(University of Virginia, Charlottesville, VA) . Os ADNc
marcados com Flag que codificam FEdg-4 e Edg-7 humanos,
inseridos no plasmideo de expressao pCDNA3 (Invitrogen,
Carlsbad, CA), foram generosamente oferecidos pelo Dr. Junken
Aoki (Universidade de Téquio, Téguio, Japao). As células
RH7777 e NIH3T3 foram obtidas da American Type Culture
Collection (Manassas, VA). As células HEY foram fornecidas
pela Dra. Lisa Jennings (University of Tennessee, Memphis).
Todas as 1linhas celulares foram mantidas em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's
Medium) contendo FBS a 10% e glutamina 2 mM. Os odbécitos foram
obtidos de ras adultas Xenopus laevis, como descrito
anteriormente (Tigyi et al., 1999).

Transfecgdo estavel

As células RH7777 foram transfectadas com as construcgdes
de ADNc codificantes de Edg-2, Edg-4 ou Edg-7 humanos, tendo
depois sido subclonadas no vector de expressao pCDNA3
utilizando o reagente de transfeccdo Cytofectene, de acordo
com o protocolo do fabricante. As células transfectadas foram
seleccionadas em DMEM contendo FBS a 10% e 1 mg/ml de
geneticina. As células resistentes foram recolhidas e
subclonadas por diluigdao limitante. O0Os <clones resultantes
foram depois rastreados utilizando ensaios funcionais e
andlise por RT-PCR. 0Os dados sao representativos de trés
clones individuais.

Transfecgdo transitéria

As células RH7777 foram plaqueadas em lamelas de vidro
revestidas com polilisina (Bellco, Vineland, NJ) um dia antes
da transfeccao. No dia seguinte, as células foram
transfectadas durante a noite (16-18 h) com 1 pg de ADN
plasmidico misturado com 6 ul de Cytofectene. As células foram
depois lavadas duas vezes com DMEM e cultivadas em DMEM
contendo FBS a 10%. No dia seguinte, as células foram lavadas
com DMEM e o soro foil retirado durante um minimo de 2 horas

antes da monitorizacdo do Ca’?" intracelular.
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Medicdo do Ca?’ intracelular e andlise de dados

As alteracdes do Ca’?" intracelular foram monitorizadas
utilizando o indicador fluorescente de Ca’’, Fura-2 AM, como
descrito anteriormente (Tigyi et al., 1999). Os pontos das
medigdes de ca’" intracelular representam a 4darea total dos
picos dos transientes de Ca’’ produzidos, determinados pelo
software FLWinLab (Perkin-Elmer, Wellesley, MA). Os pontos
representam a média de pelo menos 3 medigdes *+ desvio padrao.
A significdncia dos pontos foi determinada wutilizando o
teste t de Student e 0s valores foram considerados
significativos para p <0,05.

Registos electrofisioldgicos em odcitos de Xenopus

As correntes oscilatdrias de Cl desencadeadas pelo LPA
foram registadas utilizando um sistema de potencial imposto
(“voltage—-clamp”) de dois eléctrodos, como descrito
anteriormente (Tigyi et al., 1999).

Andlise por RT-PCR do ARNm de Edg e PSP24

A identificacdo do ARNm dos receptores Edg e PSP24 foi
realizada por RT-PCR como descrito anteriormente (Tigyi et
al., 1999), utilizando as seqguintes sequéncias
oligonucleotidicas:

EDG-1
Iniciador directo 57— TCATCGTCCGGCATTACAACTA-3" (SEQ. ID N.° 9);
Iniciador inverso 5’-GAGTGAGCTTGTAGGTGGTGz51—3’ (SEQ. ID N.° 10);

EDG-2
Iniciador directo 5’—¢AGATCTGACCAGCCGACTCAC-3" (SEQ. ID N.° 11);
Iniciador inverso 5’/-GTTGGCCATCAAGTAATAAATA4,,—3" (SEQ. ID N.° 12);

EDG-3
Iniciador directo 57—13;CTTGGTCATCTGCAGCTTCATC-3" (SEQ. ID N.° 13);
Iniciador inverso 5’/-TGCTGATGCAGAAGGCAATGTAsy;—3" (SEQ. ID N.° 14);

EDG-4
Iniciador directo 57—34.CTGCTCAGCCGCTCCTATTTG-3’ (SEQ. ID N.° 15);
Iniciador inverso 5’-AGGAGCACCCACAAGTCATCAGi1gs—3’ (SEQ. ID N.° 16);
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EDG-5
Iniciador directo 5’—1;ATGGGCAGCTTGTACTCGGAG-3" (SEQ. ID N.° 17);
Iniciador inverso 5’-CAGCCAGCAGACGATAAAGAC»»—3’ (SEQ. ID N.° 18);

EDG-6
Iniciador directo 57—35TGAACATCACGCTGAGTGACCT-3" (SEQ. ID N.° 19);
Iniciador inverso 5’-GATCATCAGCACCGTCTTCAGC790—3" (SEQ. ID N.° 20);

EDG-7
Iniciador directo 5’-9AGCAACACTGATACTGTCGATG-3’ (SEQ. ID N.° 21);
Iniciador inverso 5’-GCATCCTCATGATTGACATGTG44—3" (SEQ. ID N.° 22);

EDG-8
Iniciador directo 57—gATCTGTGCGCTCTATGCAAGGA-3’ (SEQ. ID N.° 23);
Iniciador inverso 5’-GGTGTAGATGATAGGATTCAGCA1161—-3" (SEQ. ID N.° 24);

PSpP24
Iniciador directo 57—3;0CTGCATCATCGTGTACCAGAG-3’ (SEQ. ID N.° 25), e

Iniciador inverso 5’—-ACGAACTCTATGCAGGCCTCGCi154—3’" (SEQ. ID N.° 26).

Anadlise da proliferacdo celular

A  proliferacdao das células NIH3T3 foi avaliada por
contagem directa das células como descrito anteriormente
(Tigyi et al., 1999). As células NIH3T3 foram plagueadas em
placas de 24 pocos com uma densidade de 10 000 células/pocgo,
em DMEM contendo FBS a 10%. No dia seguinte as células foram
lavadas e mantidas isentas de soro em DMEM durante 6 horas. Em
seguida adicionaram-se os lipidos durante 24 horas. O numero
de células foil determinado efectuando a contagem num contador
Coulter (Coulter Electronics, Hialeah, FL).

Incorporacdo de “H-timidina

A incorporacdo de °‘H-timidina em células RH7777 foi
determinada como descrito anteriormente (Tigyi et al., 1994).

Exemplo 1 - Sintese do composto intermedidrio 25, B-lactona de
N- (terc-butoxicarbonil)-L-serina

Um baldo de trés gargalos de 500 ml equipado com um
termémetro de baixa temperatura e um funil de separacao de
100 ml. Todo o material de vidro foil seco a chama e arrefecido
até a temperatura ambiente em &rgon (Ar) antes da sua
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utilizacdao. No baldo adicionou-se trifenilfosfina (PhsP)
(10 g, 38 mmol, seca sobre P;05 sob vacuo durante 72 horas) e
THF recentemente destilado (190 ml). A solucdo foil arrefecida
e agitada a -78°C (banho de neve carbdénica-acetona) sob argon.
Com agitacao vigorosa adicionou-se com uma seringa
azodicarboxilato de dietilo (DEAD) recentemente destilado
(6,2 ml, 39,9 mmol) durante um periodo de 30 minutos. Apds a
adicdo a mistura foi agitada até se obter uma pasta branca
leitosa (cerca de 30 a 40 minutos). Uma solugao de N-(terc-
butoxicarbonil)-L-serina (24) (7,79 g, 38 mmol, seca sobre
P,0s sob vacuo durante 72 horas) em THF recentemente destilado
(75 ml) foi adicionada gota a gota a mistura reaccional
durante um periodo de 45 minutos. A mistura foi agitada
durante a noite a -78°C sob argon e deixou-se aquecer até 0°C
(o baldao foi colocado num banho de gelo quando a temperatura
atingiu -10°C). Decorridos 30 minutos (aproximadamente), ©
banho de gelo foi substituido por um banho-maria e a mistura
reaccional foi agitada durante 2 horas e concentrada num
evaporador rotativo até se obter um 6leo amarelo palido a
30°C. O ¢6leo foi depois tratado com EtOAc/hexanos a 25%
(100 ml), o s86lido branco resultante foi removido por
filtragcdo e lavado com EtOAc/hexanos a 25% (2 x 70 ml), o
filtrado combinado foi concentrado e o 6leo residual foi
sujeito a cromatografia flash em silica gel com EtOAc/hexanos
a 25% (500 ml) e a 30% (1500 ml), sucessivamente.

As fracgdes apropriadas foram combinadas para dar 3,4 g
(47%) do composto 25 sob a forma de um sdélido branco: p.f.
119°C-121°C (Lit. 119,5-120,5°C dec.); 'H RMN (CDyC1,) O 1,44
(s, 9H), 4,38-4,42 (m, 2H), 4,96-5,03 (g, J.=6,1 Hz,
J,=12,5 Hz, 1H), 5,39 (sl, 1H);"C RMN (CD,Cl,) d 28,31, 60,01,
66,63, 81,50, 155,01, 169,94; IV (KBr) 3361, 2978, 1843, 1680,
1533, 1370, 1292 cm'; Anal. Calc. para CgH13NO4: C = 51,33; H =
6,94; N = 7,50. Detectado: C = 51,41; H = 7,01; N = 7,51.

Exemplo 2 — Sintese dos Compostos 26-34

0O material de wvidro utilizado foi seco a chama e
arrefecido até a temperatura ambiente sob atmosfera de &rgon.
A reaccgdo foi efectuada em atmosfera de 4drgon. O THF foi
destilado antes da utilizacao.
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Composto 26: N-[1l-(hidroximetil)-2-(nonilamino)-2—-oxoetil]-
carbamato de terc-butilo

Adicionou-se B-lactona de N-(terc-butoxicarbonil)-L-serina
(300 mg, 1,60 mmol) a uma solugado de decilamina (490 mg,
3,20 mmol) em THF (60 ml) e a mistura foi submetida a refluxo
durante a noite sob &drgon. A mistura reaccional foi
concentrada num evaporador rotativo. O residuo foi submetido a
cromatografia flash em coluna e eluido com EtOAc/hexanos de

diferentes composicgdes.

As fracgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo para dar 290 mg (52%) do composto 26 sob a
forma de um pd ceroso branco: p.f. (50°C-52°C); 'H RMN (CDCls)
% 0,88 (t, J=6,4 Hz, 3H), 1,26 (s, 14H), 1,46 (s, 9H), 3,04
(sl, 1H), 3,16-3,34 (m, 2H), 3,63 (m, 1H), 4,06-4,15 (m, 2H),
5,53 (sl, 1H), 6,63 (sl, 1H); 'C RMN (CDCls) & 1409, 22,65,
26,80, 28,27, 29,24, 29,27, 29,37, 29,50, 29,51, 31,86, 39,43,
54,34, 62,87, 77,20, 80,34, 171,52; IV (KBr) 3282, 3098, 2929,
2856, 1666, 1547, 1467, 1369, 1300, 1248, 1179 cm'; Anal.
Calc. para CigH3N:04: C = 62,76; H = 10,53; N = 8,13.
Detectado: C = 63,00; H = 10,46; N = 7,98.

Composto 27: N-[1l-(hidroximetil)-2-oxo-2-(tetradecilamino)-
etil]carbamato de terc-butilo

Adicionou-se R-lactona de N-(terc-butoxicarbonil)-L-serina
(200 mg, 1,06 mmol) a uma solugado de tetradecilamina (273 mg,
128 mmol) em THF (40 ml) e a mistura foi submetida a refluxo
durante a noite sob &Adrgon. A mistura reaccional foi
concentrada num evaporador rotativo. O residuo foi submetido a
cromatografia flash em coluna e eluido com EtOAc/hexanos de

diferentes composicdes.

As fracgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo para dar 245 mg (57%) do composto 27 sob a
forma de um pé branco: p.f. 59°C-62°C; 'H RMN (CDCls;) & 0,88
(t, J=6,3 Hz, 3H), 1,25 (s, 24H), 1,45 (s, 9H), 3,15-3,36 (m,
3H), 3,63-3,65 (m, 1H), 4,07-4,13 (m, 2H), 5,60-5,63 (m, 1H),
6,72 (sl, 1H); '"C RMN (CDCls;) & 14,10, 22,66, 26,81, 27,99,
28,27, 29,25, 29,33, 29,37, 29,50, 29,57, 29,62, 29,66, 31,90,
39,47, 54,58, 62,87, 77,20, 80,52, 156,34, 171,37; IV (KBr)
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3345, 2920, 2852, 1708, 1688, 1655, 1637, 1572, 1529, 1472,
1248, 1173 cm'; Anal. Calc. para CyHuN,0,: C = 65,96; H =
11,07; N = 6,99. Detectado: C = 66,04; H = 11,17; N = 6,96.

Composto 28: N-[1l-(hidroximetil)-2-(octadecilamino)-2-
oxoetil]carbamato de terc-butilo

Adicionou-se R-lactona de N-(terc-butoxicarbonil)-L-serina
(300 mg, 1,60 mmol) a uma solucdao de octadecilamina (516 mg,
2,08 mmol) em THF (60 ml) e a mistura foi submetida a refluxo
durante a noite sob Adrgon. A mistura <reaccional foi
concentrada num evaporador rotativo. O residuo foi submetido a
cromatografia flash em coluna e eluido com EtOAc/hexanos de

diferentes composicdes.

As fraccgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo para dar 300 mg (41%) do composto 28 sob a
forma de um pdé branco: p.f. 69°C-71°C; 'H RMN (CDCls;) & 0,88
(t, J=6,3 Hz, 3H), 1,25 (s, 30H), 1,46 (s, 9H), 3,03 (sl, 1H),
3,16-3,34 (m, 2H), 3,63 (m, 1H), 4,05-4,21 (m, 2H), 5,64 (sl1,
1H), 6,62 (sl, 1H); '*C RMN (CDCls) & 14,10, 22,68, 26,81,
28,28, 29,25, 29,35, 29,51, 29,58, 29,69, 31,91, 39,43, 54,29,
62,87, 77,20, 171,53; IV (KBr) 3345, 2919, 2852, 1687, 1630,
1570, 1528, 1473, 1305, 1173 cm'*; Anal. Calc. para
Co6H52N204.0, 2C4HgO: C = 67,86; H = 11,39; N = 5,91. Detectado:
C =67,59; H=11,46; N = 6,1.

Composto 29: N-{1l-(hidroximetil)-2-oxo-2-[4-(tetradeciloxi)-
anilinol]etil}carbamato de terc-butilo

Adicionou-se B-lactona de N-(terc-butoxicarbonil)-L-serina
(91 mg, 0,490 mmol) a uma solucdo de 4-(tetradeciloxi)anilina
(150 mg, 0,490 mmol) em THF (40 ml) e a mistura foi submetida
a refluxo durante 48 horas sob argon. A mistura reaccional foi
concentrada num evaporador rotativo. O residuo foi submetido a
cromatografia flash em coluna (duas vezes) e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.

As fraccgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo para dar 110 mg (45%) do composto 29 sob a
forma de um pd branco: p.f. 92°C-94°C; 'H RMN (CDCls) & 0,87
(t, J=6,6 Hz, 3H), 1,25 (s, 22H), 1,48 (s, 9H), 1,76 (m, 2H),
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3,67-3,72 (dd, J.=4,9 Hz, J,=7,2 Hz, 1H), 3,92 (t, J=6,5 Hz,
2H), 4,23-4,26 (m, 2H), 5,65 (sl, 1H), 6,83-6,87 (m,
Jo=8,9 Hz, 2H), 7,36-7,40 (m, Jo=8,9 Hz), 8,6 (sl, 1H); '>C RMN
(CcDCl,) & 14,10, 22,69, 26,01, 28,28, 29,25, 29,34, 29,39,
29,56, 29,58, 29,64, 31,91, 62,53, 68,30, 77,20, 111,17,
114,81, 121,70, 130,25, 156,22, 169,78; IV (KBr) 3304, 2920,
2852, 1658, 1514, 1472, 1238, 1174 cm'; Anal. Calc. para
CygH4gN205.0, 05CHC1s: C = 67,56; H = 9,71; N = 5,62. Detectado:
C=267,80; H=29,67; N =75,60.

Composto 30: N-[l1-(hidroximetil)-2-(4- (metoxianilino)-2-
oxoetil] carbamato de terc-butilo

Adicionou-se B-lactona de N-(terc-butoxicarbonil)-L-serina
(151 mg, 0,8 mmol) a uma solucao de p-anisidina (100 mg,
0,8 mmol) em THF (20 ml) e a mistura foi submetida a refluxo
durante a noite sob Argon. A mistura reaccional foi
concentrada num evaporador rotativo. O residuo foi submetido a
cromatografia flash em coluna e eluido com EtOAc/hexanos de
diferentes composicgdes.

As fraccgdes apropriadas foram agrupadas e foram
cristalizadas a partir de CHCls;/hexanos para dar 135 mg (54%)
do composto 30 sob a forma de um pd branco: p.f. 109°C-111°C;
'H RMN (CDCls) & 1,48 (s, 9H), 3,68-3,73 (m, 1H), 3,80 (s,
3H), 4,24-4,27 (m, 2H), 5,68 (sl, 1H), 6,83-6,88 (m, Jo=9 Hz
2H), 7,37-7,42 (m, Jo=9 Hz, 2H), 8,61 (sl, 1H); '>C RMN (CDCls)
> 28,29, 54,96, 55,47, 62,54, 81,00, 114,18, 121,78, 130,45,
156,64, 156,98, 169,59; IV (KBr) 3340, 2978, 1673, 1603, 1516,
1298, 1238, cm'; Anal. Calc. para CisH»N,0s: C = 58,05; H =
7,15; N = 9,03. Detectado: C = 58,04; H = 7,17; N = 9,06.

Composto 31: N-{l1l-(hidroximetil)-2-oxo-2-[3-(tetradeciloxi)-
anilinol]etil}carbamato de terc-butilo

Adicionou-se B-lactona de N-(terc-butoxicarbonil)-L-serina
(91 mg, 0,490 mmol) a uma solucdo de 3-(tetradeciloxi)anilina
(179 mg, 0,588 mmol) em THF (25 ml) e a mistura foi submetida
a refluxo durante 48 horas sob argon. A mistura reaccional foi
concentrada num evaporador rotativo. O residuo foi submetido a
cromatografia flash em coluna e eluido com EtOAc/hexanos de
diferentes composicdes.
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As fracgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo para dar 105 mg (43%) do composto 31 sob a
forma de um pd branco: p.f. 70°C-72°C; 'H RMN (CDCls) & 0,88,
(t, J=6,6 Hz, 3H), 1,26 (s, 22H), 1,48 (s, 9H), 1,76 (m, 2H),
3,67-3,73 (dd, J;=5,1 Hz, J,=6,9 Hz, 1H), 3,93 (t, J=6,5 Hz,
2H), 4,23-4,26 (m, 2H), 5,66 (sl, 1H), 6,64-6,68 (m, 1H),
6,93-6,96 (m, 1H), 7,19 (t, Jo=8,1 Hz, 1H), 7,23 (t, J.=2 Hz,
1H), 8,75 (sl, 1H); ¥c RMN (ChCls) o 14,11, 22,68, 26,02,
28,28, 29,23, 29,35, 29,39, 29,60, 29,66, 31,92, 62,38, 68,07,
77,20, 106,22, 111,10, 111,92, 129,67, 138,54, 159,75; 1IV
(KBr) 3368, 2918, 2851, 1679, 1618, 1498, 1472, 1286 cm';
Anal. Calc. para CygH4gN,05.0,05CHCl3: C = 67,56; H = 9,71; N =
5,62. Detectado: C = 67,44; H = 9,79; N = 5,57.

Composto 32: N-[l1-(hidroximetil)-2-(3-(metoxianilino)-2-
oxoetil] carbamato de terc-butilo

Adicionou-se B-lactona de N-(terc-butoxicarbonil)-L-serina
(200 mg, 1,06 mmol) a uma solucdao de m-anisidina (171 mg,
1,38 mmol) em THF (30 ml) e a mistura foi submetida a refluxo
durante a noite sob Adrgon. A mistura reaccional foi
concentrada num evaporador rotativo. O residuo foi submetido a
cromatografia flash em coluna e eluido com EtOAc/hexanos de

diferentes composicdes.

As fracgdes apropriadas foram agrupadas para dar 154 mg
(46%) do composto 32 sob a forma de um 6leo amarelo: 'H RMN
(CDC1ls) o 1,48 (s, 9H), 3,68-3,73 (dd, J:=4,8 Hz, J,=6,9 Hz
1), 3,75 (s, 3H), 4,22-4,25 (d, J=10,23 Hz, 2H), 5,66 (sl1,
1H), 6,66-6,69 (m, 1H), 6,96-6,99 (m, 1H), 7,21 (m, J¢=8,1 Hz,
1H), 7,24 (m, 1H), 8,79 (sl, 1H); C RMN (CDCl,) & 28,28,
29,68, 55,30, 62,39, 77,20, 81,11, 105,67, 110,55, 112,15,
129,73, 138,63, 160,19, 169,89.

Composto 33: N-{l-(hidroximetil)-2-oxo0o-2-[2-(tetradeciloxi)-
anilino]etil}carbamato de terc-butilo

Adicionou-se B-lactona de N-(terc-butoxicarbonil)-L-serina
(102 mg, 0,545 mmol) a uma solucdo de 2-(tetradeciloxi)anilina
(200 mg, 0,654 mmol) em THF (25 ml) e a mistura foi submetida
a refluxo durante 48 horas sob argon. A mistura reaccional foi
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concentrada num evaporador rotativo. O residuo foi submetido a
cromatografia flash em coluna e eluido com EtOAc/hexanos de
diferentes composicdes.

As fracgbes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo para dar 33 mg (<10%) do composto 33 sob a
forma de um 6leo amarelo: 'H RMN (CDCls) & 0,88, (t, J=6,6 Hz,
3H), 1,26 (s, 22H), 1,48 (s, 9H), 1,76 (m, 2H), 3,67-3,73 (dd,
J.i=5,1 Hz, J»=6,9 Hz, 1H), 3,93 (t, J=6,5 Hz, 2H), 4,23-4,26
(m, 2H), 5,66 (sl, 1H), 6,64-6,68 (m, 1H), 6,93-6,96 (m, 1H),
7,19 (t, Jo=8,1 Hz, 1H), 7,23 (t, Jy=2 Hz, 1H), 8,75 (sl, 1H);
“c RMN (CDCls:) & 14,10, 22,68, 25,88, 28,30, 29,17, 29,35,
29,58, 29,64, 29,68, 31,91, 55,73, 63,03, 68,71, 177,20,
111,06, 119,86, 119,86, 120,78, 124,21, 127,27, 147,75,
157,22, 169,25.

Composto 34: N-[l-(hidroximetil)-2-(2- (metoxianilino)-2-
oxoetil] carbamato de terc-butilo

Adicionou-se B-lactona de N-(terc-butoxicarbonil)-L-serina
(200 mg, 1,06 mmol) a uma solucdo de o-anisidina (238 mg,
1,93 mmol) em THF (30 ml) e a mistura foi submetida a refluxo
durante 48 horas sob &rgon. A mistura reaccional foi
concentrada num evaporador rotativo. O residuo foi submetido a
cromatografia flash em coluna e eluido com EtOAc/hexanos de
diferentes composicdes.

As fracgdes apropriadas foram agrupadas e cristalizadas a
partir de CHCls;/hexanos para dar 150 mg (45%) do composto 34
sob a forma de um pd amarelo: p.f. 92°C-94°C; 'H RMN (CDCl.) &
1,49 (s, 9H), 3,87 (s, 3H), 3,73-3,83 (m, 1H), 4,21-4,34 (m,
2H), 5,64 (s1, 1H), 6,86-6,97 (m, 2H), 7,03-7,09 (m,
Jo=7,80 Hz, J.=1,8 Hz, 1H), 8,28-8,31 (dd, Jo=8,9 Hz,
J.=1,5 Hz, 1H), 8,9 (sl, 1H); YC RMN (CDCls;) & 28,28, 55,73,
62,87, 80,65, 110,14, 120,03, 120,97, 124,30, 127,13, 148,33,
169,43; IV (KBr) 3525, 3319, 2982, 1672, 1653, 1548, 1528,
1465, 1256, 1160, 1006 cm'; Anal. Calc. para CisHyN,05: C =
58,05, H = 7,15; N = 9,03. Detectado: C = 58,04; H = 7,07; N
8,85.
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Exemplo 3 - Sintese dos Compostos 35-43

Composto 35: Trifluorocacetato de N-l-nonil-2-amino-3-
hidroxipropanamida

Adicionou-se TFA (1 ml) gota a gota, em atmosfera de
argon, a uma solucgdo arrefecida (0°C, banho de gelo) do
composto 26 (20 mg, 0,0580 mmol) em CH;Cl, (1 ml). Apds a
adicdo, a mistura foli agitada a temperatura ambiente durante
3 horas, concentrada sob pressado reduzida a temperatura
ambiente e seca numa bomba de vacuo, para dar 19 mg (95%) do
composto 35 sob a forma de um sdélido branco: p.f. 168°C-170°C;
'H RMN (CDs0OD), & 0,88 (t, J=6,3 Hz, 3H), 1,27 (s, 14H), 1,50
(m, 2H), 3,20 (t, J=6,0 Hz, 2H), 3,70-3,78 (m, 1H), 3,81-3,88
(m, 2H); '"C RMN (CD:;OD) & 14,44, 23,74, 27,96, 30,30, 30,42,
30,47, 30,70, 30,73, 30,78, 30,80, 33,10, 40,71, 56,30, 61,77,
167,97; IV (KBr) 3280, 2919, 2850, 1654, 1573, 1464, 1231,
1141, 1089, 1059, cm{; Anal. Calc. para Ci3HysN;O,.CF3COOH: C
50,27; H = 8,16; N = 7,82. Detectado: C = 50,15; H = 8,30; N
7,95.

Composto 36: Trifluoroacetato de N-l-tetradecil-2-amino-3-
hidroxipropanamida

Adicionou-se TFA (1,5 ml) gota a gota a uma solucao
arrefecida (0°C, banho de gelo) do composto 27 (50 mg,
0,124 mmol) em CH,Cl, (1,5 ml), em atmosfera de argon. Apds a
adicdo a mistura foili agitada a temperatura ambiente durante
3 horas, concentrada sob pressdo reduzida a temperatura
ambiente e seca numa bomba de vacuo, para dar 48 mg (94%) do
composto 36 sob a forma de um sdlido branco: p.f. 168°C-171°C;
'H RMN (CDsOD), & 0,89 (t, J=6,3 Hz, 3H), 1,28 (s, 22H), 3,22
(t, J=6,0 Hz, 2H), 3,73-3,80 (m, 1H), 3,84-3,91 (m, 2H); C
RMN (CDs;OD) & 14,43, 23,73, 27,95, 30,29, 30,41, 30,47, 30,69,
30,73, 30,78, 30,80, 33,08, 40,71, 56,29, 61,77, 167,99; IV
(KBr) 3277, 2919, 2850, 1656, 1573, 1464, 1231, 1141, 1089,
1059 cm'; Anal. Calc. para Ci;7H3gN,0,.CF3COOH: C = 55,06; H =
9,00; N = 6,76. Detectado: C = 54,94; H = 8,99; N = 6,58.
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Composto 37: Trifluoroacetato de N-l-octadecil-2-amino-3-
hidroxipropanamida

Adicionou-se TFA (1 ml) gota a gota a uma solucao
arrefecida (0°C, banho de gelo) do composto 28 (25 mg,
0,0547 mmol) em CH:;Cl; (1 ml) em atmosfera de 4&argon. Apds a
adicdo a mistura foi agitada a temperatura ambiente durante
3 horas, concentrada sob pressdo reduzida a temperatura
ambiente e seca numa bomba de vacuo, para dar 23 mg (92%) do
composto 37 sob a forma de um sélido branco: p.f. 170°C-172°C;
'H RMN (CDsOD), & 0,89 (t, J=6,4 Hz, 3H), 1,27 (s, 30H), 1,49-
1,54 (m, 2H), 3,22 (t, J=7,0 Hz, 2H), 3,74-3,81 (m, 1H), 3,83-
3,91 (m, 2H); ‘°C RMN (CDs:OD) & 14,43, 23,74, 27,95, 30,30,
30,41, 30,47, 30,69, 30,78, 33,07, 40,71, 56,30, 61,77,
167,97; IV (KBr) 3276, 2919, 2850, 1657, 1468, 1207, 1181,
1138, 1059 cmf% Anal. Calc. para Cy1Hz4N;0,.CF3COOH.Q, 15CH,;Cl,:
C =57,53; H=9,45; N = 5,80. Detectado: C = 57,45; H = 9,55;
N = 5,81.

Composto 38: Trifluoroacetato de N-1-[4-(tetradeciloxi) -
fenil]-2-amino-3-hidroxipropanamida

Adicionou-se TFA (0,050 ml) gota a gota a uma solucao
arrefecida (0°C, banho de gelo) do composto 29 (54 mg,
0,110 mmol) em CHyCl, (0,050 ml) em atmosfera de argon. Apds a
adicdo a mistura foili agitada a temperatura ambiente durante
3 horas, concentrada sob pressdo reduzida a temperatura
ambiente e seca numa bomba de vacuo, para dar 55 mg (99%) do
composto 38 sob a forma de um sélido branco: p.f. 135°C-139°C;
'H RMN (CDs;OD), & 0,89 (t, J=6,3 Hz, 3H), 1,28 (s, 21H), 1,43
(m, 2H), 1,74 (m, J=6,5 Hz, 2H), 3,86-4,03 (m, 5H), 6,84-6,88
(m, Jo=9,0 Hz, 2H), 7,41-7,47 (m, J0o=9,0 Hz, 2H); YC RMN
(CD:0OD) & 14,42, 23,72, 30,41, 30,46, 30,50, 30,67, 30,74,
33,06, 56,81, 61,72, 69,26, 115,71, 122,96, 131,84, 157,80,
166,06; IV (KBr) 3281, 2920, 2852, 1672, 1604, 1559, 1515,
1240, 1210, 1132 cm{; Anal. Calc. para C,3H4N,053.CF3COOH: C =
59,27; H = 8,16; N = 5,53. Detectado: C = 59,48; H = 8,09; N
5,49.
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Composto 39: Trifluoroacetato de N-1-(4-metoxifenil)-2—-amino-
3-hidroxipropanamida

Adicionou-se TFA (0,049 ml) gota a gota a uma solucgéao
arrefecida (0°C, banho de gelo) do composto 30 (50 mg,
0,161 mmol) em CH,Cl, (0,049 ml) em atmosfera de &rgon. Apds a
adicdo a mistura foi agitada a temperatura ambiente durante
3 horas, concentrada sob pressdo reduzida a temperatura
ambiente e seca sob vacuo, para dar 50 mg (96%) do composto 39
sob a forma de um sélido branco: p.f. 182°C-183°C dec.; 'H RMN
(Cbs0D), & 3,76 (s, 3H), 3,87-3,94 (m, 1H), 3,97-4,04 (m, 2H),
6,85-6,91 (m, Jo=9,1 Hz, 2H), 7,44-7,49 (m, Jo=9,0 Hz, 2H); °C
RMN (CD50D) & 55,86, 56,80, 61,73, 115,07, 122,95, 131,99,
158,31, 166,10; IV (KBr) 3278, 3099, 2964, 1673, 1562, 1517,
1196, 1131, cm*; Anal. Calc. para Ci;pH14N;05.CF3;COOH: C = 44,45;
H=4,66; N = 8,64. Detectado: C = 44,31; H = 4,67; N = 8,58.

Composto 40: Trifluoroacetato de N-1-[3-(tetradeciloxi) -
fenil]-2-amino-3-hidroxipropanamida

Adicionou-se TFA (0,062 ml) gota a gota a uma solucao
arrefecida (0°C, banho de gelo) do composto 31 (45 mg,
0,091 mmol) em CHyCl, (0,062 ml) em atmosfera de &argon. Apds a
adicdo a mistura foi agitada a temperatura ambiente durante
3 horas, concentrada sob pressadao reduzida a temperatura
ambiente e seca numa bomba de vacuo, para dar 45 mg (99%) do
composto 40 sob a forma de um sé6lido verde amarelado: p.f.
115°C-119°C; 'H RMN (CDsOD), & 0,89 (s, J=6,5 Hz, 3H), 1,28
(s, 21H), 1,43 (m, 2H), 1,75 (m, J=6,5 Hz, 2H), 3,8-3,93 (m,
4H), 4,01-4,05 (m, 1H), 6,67-6,71 (m, 1H), 7,04-7,07 (m, 1H),
7,20 (t, Jo,=8,1 Hz, 1H), 7,28 (t, J.=2,1 Hz, 1H); 'C RMN
(CDs0OD) o 14,44, 23,75, 27,18, 30,38, 30,49, 30,52, 30,73,
30,78, 33,09, 56,96, 61,66, 69,05, 107,71, 111,75, 113,16,
130,72, 140,16, 161,07, 166,36; IV (KBr) 3266, 2920, 2852,
1676, 1608, 1566, 1496, 1438, 1211, 1130, 1045 cm'; Anal.
Calc. para Cy3H4oN,05.CF3COOH: C = 59,27; H = 8,16; N = 5,53.
Detectado: C = 59,49; H = 8,13; N = 5,41.
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Composto 41: Trifluoroacetato de N-1-(3-metoxifenil)-2-—-amino-
3-hidroxipropanamida

Adicionou-se TFA (1 ml) gota a gota a uma solucao
arrefecida (0°C, banho de gelo) do composto 32 (120 mg,
0,386 mmol) em CHyCl, (1 ml) em atmosfera de 4&rgon. Apds a
adicdo a mistura foi agitada a temperatura ambiente durante
3 horas, concentrada sob pressdo reduzida a temperatura
ambiente e seca numa bomba de vacuo, para dar 123 mg (98%) do
composto 41 sob a forma de um sélido esbranquicado: p.f.
137°C-140°C; 'H RMN (CDsOD), & 3,77 (s, 3H), 3,88-3,99 (m,
2H), 4,01-4,06 (m, 1H), 6,68-6,71 (m, 1H), 7,02-7,10 (m, 1H),
7,22 (t, Jo=8,1 Hz, 1H), 7,29 (t, J.=2,1 Hz, 1H); 'C RMN
(CDsOD) & 55,70, 56,94, 61,67, 107,14, 111,11, 113,28, 130,73,
140,22, 161,61, 166,43; IV (KBr) 3265, 1675, 1609, 1566, 1490,
1433, 1268, 1196, 1044 cm*; Anal. Calc. para CioH14N203.CF3COO0H:
C = 44,45; H = 4,66; N = 8,64. Detectado: C = 44,52; H = 4,59;
N = 8,66.

Composto 42: Trifluoroacetato de N-1-[2-(tetradeciloxi) -
fenil]-2-amino-3-hidroxipropanamida

Adicionou-se TFA (1 ml) gota a gota a uma solucgao
arrefecida (0°C, banho de gelo) do composto 33 (21 mg,
0,044 mmol) em CH,Cl, (1 ml) em atmosfera de 4&rgon. Apds a
adicdo a mistura foili agitada a temperatura ambiente durante
3 horas, concentrada sob pressdo reduzida a temperatura
ambiente e seca numa bomba de vacuo, para dar 21 mg (95%) do
composto 42 sob a forma de um sdélido esbranquicado: p.f. 63°C-
66°C; 'H RMN (CDs;OD), & 0,88 (t, J=6,5 Hz, 3H), 1,27 (s, 21H),
1,46 (m, 2H), 1,83 (m, J=7,8 Hz, 2H), 3,90-4,07 (m, 4H), 4,18
(¢, J=5,8 Hz, 1H), 6,87-6,93 (m, 1H), 6,99-7,02 (m, 1H), 7,08-
7,14 (m, 1H), 7,96-7,99 (m, 1H); °C RMN (CD,OD) & 14,43,
23,73, 27,07, 30,27, 30,48, 30,57, 30,79, 33,07, 56,198,
61,67, 69,84, 112,93, 121,40, 123,38, 126,80, 127,53, 150,93,
166,74; IV (KBr) 3282, 2925, 2851, 1679, 1556, 1496, 1458,
1213, 750 <3N&; Anal. Calc. para Cy3HgoN,03.CF3COOH.0,5H,0: C
58,24; H = 8,21; N = 5,43. Detectado: C = 58,59; H = 8,09; N
5,24.
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Composto 43: Trifluoroacetato de N-1-(2-metoxifenil)-2-—-amino-
3-hidroxipropanamida

Adicionou-se TFA (1 ml) gota a gota a uma solucao
arrefecida (0°C, banho de gelo) do composto 34 (80 mg,
0,257 mmol) em CHyCl, (1 ml) em atmosfera de 4&rgon. Apds a
adicdo a mistura foi agitada a temperatura ambiente durante
3 horas, concentrada sob pressdo reduzida a temperatura
ambiente e seca numa bomba de vacuo, para dar 81 mg (97%) do
composto 43 sob a forma de um sdélido esbranquicado: p.f.
131°C-133°C; 'H RMN (CDs0OD), & 3,88 (s, 3H), 3,91-4,02 (m,
2H), 4,18-4,22 (m, 1H), 6,89-6,94 (m, 1H), 7,01-7,04 (m, 1H),
7,10-7,16 (t, Jo=8,1 Hz, 1H), 8,00-8,03 (t, J,=2,1 Hz, 1H); °C
RMN (CDsOD) & 56,27, 56,34, 56,47, 61,81, 111,94, 121,52,
123,21, 126,71, 127,54, 151,43, 166,80; IV (KBr) 3271, 1675,
1546, 1499, 1465, 1439, 1268, 1207, 1130 cm'; Anal. Calc.
para CipH14N;03.CF3COOH: C = 44,45; H = 4,66; N = §8,64.
Detectado: C = 44,18; H = 4,57; N = 8,59.

Exemplo 4 - Sintese dos compostos intermedidrios 50-54

O material de wvidro foi seco a chama e arrefecido até a
temperatura ambiente em atmosfera de &drgon. O &dlcool inicial
foi lavado com piridina anidra (3 vezes) e seco (sob vacuo
elevado durante 48 horas). A reaccdao foi efectuada em
atmosfera de argon. O THF e o CH,;Cl, foram destilados antes da
utilizacéao.

Composto 50: N-[1-{ ([di(benziloxi) fosforil]oxi)metil}-2-
(nonilamino)-2-oxoetil] carbamato de terc-butilo

Adicionou-se 1lH-tetrazole (231 mg, 3,31 mmol) ao composto
inicial 28 (252 mg, 0,551 mmol) lavado com piridina. A esta
mistura adicionou-se uma mistura 1:1 de THF/CH,Cl, (50 ml)
recentemente destilados. Apds 10 minutos, adicionou-se
fosforamidato de dibenzildiisoproprilo (1,14 mg, 3,31 mmol) e
a mistura reaccional foi agitada em atmosfera de argon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional confirmou a formacao
do produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo)
e foi adicionado um grande excesso de &cido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adicao
de metabissulfito de Na para suprimir o excesso de acido
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peracético. O THF e o CH,Cl, foram removidos sob pressao
reduzida. O concentrado foi tratado com EtOAc (70 ml) e lavado
com metabissulfito de Na (2x25 ml), NaHCO; (2x30 ml), A&agua
(2x30 ml) e salmoura (2x30 ml). A porcao organica fol seca
sobre NaSO,; e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicgdes.

As fracgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 195 mg (49%) do composto 50 sob a
forma de um 6éleo incolor: 'H RMN (CDCls) & 0,87 (t, J=6,4 Hz,
3H), 1,25 (ml, 29H), 1,34 (m, 2H), 1,44 (s, 9H), 3,17-3,23 (m,
2H), 4,01-4,09 (m, 1H), 4,31-4,43 (m, 2H), 4,96-5,09 (m, 4H),
5,55 (sl, 1H), 6,33 (sl, 1H), 7,31-7,39 (m,10H); C (CDCls) &
14,09, 22,66, 26,79, 28,25, 29,24, 29,27, 29,42, 29,50, 29,53,
31,86, 39,68, 66,98, 69,66, 69,73, 77,20, 128,06, 128,10,
128,64, 128,70, 128,72, 135,02, 168,50; MS m/z 603 (M-H) ; IV
(KBr) 3349, 2919, 2852, 1717, 1685, 1654, 1516, 1470, 1457,
1242, 1163, 1037, 1025, 999 cm .

Composto 51: N-[1-{([di(benziloxi)fosforil]oxi)metil}-2-oxo-
2-(tetradecilamino)etil] carbamato de terc-butilo

Adicionou-se 1H-tetrazole (319 mg, 4,56 mmol) ao composto
inicial 27 (305 mg, 0,761 mmol) lavado com piridina. A esta
mistura adicionou-se uma mistura 1:1 de THF/CH,C1;
recentemente destilados (40 ml). Apds 10 minutos adicionou-se
fosforamidato de dibenzildiisoproprilo (1,57 mg, 4,56 mmol) e
a mistura reaccional foi agitada em atmosfera de &rgon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional confirmou a formacao
do produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo)
e foil adicionado um grande excesso de &acido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adicéao
de metabissulfito de Na para suprimir o excesso de 4&acido
peracético. O THF e CH;Cl, foram removidos sob pressao
reduzida. O concentrado foi tratado com EtOAc (70 ml) e lavado
com metabissulfito de Na (2x30 ml), NaHCOz (2x40 ml), A&agua
(2x35 ml) e salmoura (2x35 ml). A porcao orgadnica fol seca
sobre NaSO,; e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicgdes.
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As fracgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 451 mg (89%) do composto 51 sob a
forma de um sélido ceroso branco: p.f. 33°C-35°C; 'H RMN
(cpcls) o© 0,87 (t, J=6,4 Hz, 3H), 1,23-1,25 (my, 22H), 1,44
(s, 9H), 1,52-1,55 (m, 2H), 3,16-3,23 (m, 2H), 4,02-4,09 (m,
1), 4,31-4,43 (m, 2H), 5,00-5,15 (m, 4H), 5,57 (sl1l, 1H), 6,34
(¢, J=5,0 Hz, 1H), 7,31-7,40 (m, 10H); Bc (CDC1ls;) & 14,08,
19,03, 22,67, 26,81, 28,27, 29,25, 29,33, 29,44, 29,51, 29,59,
29,62, 29,65, 31,91, 39,69, 46,49, 54,47, 67,00, 67,07, 67,24,
67,32, 69,66, 69,68, 69,74, 76,12, 77,20, 77,84, 80,57, 128,0,
128,05, 128,09, 128,58, 128,64, 128,68, 135,45, 135,54,
135,59, 168,51; Anal. Calc. para Cs¢Hs7N,04,P.1H;0.0,5C4HgO,: C =
63,14; H = 8,78; N = 3,88. Detectado: C = 62,80; H = 8,38; N =
4,21.

Composto 52: N-[1-{([di(benziloxi) fosforil]oxi)metil}-2-(octa-
decilamino)-2-oxoetil] carbamato de terc-butilo

Adicionou-se 1H-tetrazole (329 mg, 4,70 mmol) ao composto
inicial 26 (270 mg, 0,783 mmol) lavado com piridina. A esta
mistura adicionou-se uma mistura 1:1 de THF/CH,C1;
recentemente destilados (50 ml). Apds 10 minutos adicionou-se
fosforamidato de dibenzildiisoproprilo (1,62 mg, 4,70 mmol) e
a mistura reaccional foi agitada em atmosfera de &rgon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional confirmou a formacao
do produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo)
e foil adicionado um grande excesso de &acido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adicéao
de metabissulfito de Na para suprimir o excesso de 4&acido
peracético. O THF e CH;Cl, foram removidos sob pressao
reduzida. O concentrado foi tratado com EtOAc (50 ml) e lavado
com metabissulfito de Na (2x25 ml), NaHCO; (2x25 ml), A&agua
(2x25 ml) e salmoura (2x25 ml). A porcao organica fol seca
sobre NaSO; e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.

As fraccgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 135 mg (28%) do composto 52 sob a
forma de um sélido branco: p.f. 52°C-54°C; 'H RMN (CDCls) &
0,87 (t, J=6,4 Hz, 3H), 1,23 (ml, 14H), 1,44 (s, 9H), 1,63 (m,
2H), 3,17-3,24 (m, 2H), 4,01-4,09 (m, 1H), 4,30-4,44 (m, 2H),
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5,00-5,05 (m, 4H), 5,56 (sl1l, 1H), 6,32 (sl, 1H) 7,29-7,39 (m,
10H); '“c (cpcls) & 14,11, 22,68, 26,80, 28,25, 29,26, 29,35,
29,42, 29,52, 29,60, 29,64, 29,69, 31,91, 39,68, 67,00, 67,07,
69,069, 69,74, 77,20, 127,93, 128,06, 128,10, 128,65, 128,70,
128,73, 135,43, 168,51, 170,07; IV (KBr) 3349, 2919, 2852,
1717, 1685, 1654, 1516, 1242, 1163, 1037, 1025, 999 cm ';
Anal. Calc. para C4oHgsN,0,P.0, 75H;0.1C4Hz0,: C = 64,56; H =
9,17; N = 3,42. Detectado: C = 64,23; H = 9,05; N = 3,78.

Composto 53: N-{1-{([di(benziloxi)fosforil]oxi)metil}-2-oxo—-
2-[4-(tetradeciloxi)anilino]etil}carbamato de
terc-butilo

Adicionou-se 1H-tetrazole (450 mg, 6,42 mmol) ao composto
inicial 29 (310 mg, 0,647 mmol) lavado com piridina. A esta
mistura adicionou-se uma mistura 1:1 de THF/CH,C1;
recentemente destilados (40 ml). Apdés 10 minutos adicionou-se
fosforamidato de dibenzildiisoproprilo (2,21 mg, 6,42 mmol) e
a mistura reaccional foi agitada em atmosfera de &rgon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional confirmou a formacéao
do produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo)
e foi adicionado um grande excesso de &cido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adicéao
de metabissulfito de Na para suprimir o excesso de 4&acido
peracético. O THF e CHyCl;, foram removidos sob pressao
reduzida. O concentrado foi tratado com EtOAc (70 ml) e lavado
com metabissulfito de Na (2x25 ml), NaHCOz (2x35 ml), A&agua
(2x35 ml) e salmoura (2x35 ml). A porcao organica fol seca
sobre NaSO; e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.

As fraccgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 81 mg (17%) do composto 53 sob a
forma de um sdélido branco: p.f. 74°C-76°C; 'H RMN (CDCl;) &
0,87 (¢, J=6,5 Hz, 3H), 1,30 (s, 22H), 1,46 (s, 9H), 1,71-1,80
(m, 2H), 3,91 (t, J=6,5 Hz, 3H), 4,01-4,16 (m, 1H), 4,42-4,49
(m, 2H), 4,96-5,09 (m, 4H), 5,56 (sl, 1H), 6,80-6,86 (m,
Jo=9,0 Hz, 2H) 7,31-7,39 (m, 12H), 8,82 (sl, 1H); '’C (CDCls;) &
14,10, 22,67, 26,02, 28,26, 29,26, 29,34, 29,40, 29,57, 29,64,
31,91, 68,31, 69,84, 77,20, 114,79, 121,72, 128,07, 128,13,
128,65, 128,74, 130,03, 1l66,71; IV (KBr) 3340, 2920, 2852,
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1717, 1677, 1513, 1457, 1237, 1059, 998 cm™*; Anal. Calc. para
C42H61N208P.1H20.O, 45C6H14Z C = 66, 31,’ H = 8, 63, N = 3, 46 .
Detectado: C = 65,92; H = 9,02; N = 3,84.

Composto 54:N-[1-{ ([di(benziloxi) fosforil]oxi)metil}-2-(4-
(metoxianilino)-2-oxoetil]carbamato de terc-butilo

Adicionou-se 1lH-tetrazole (254 mg, 3,625 mmol) ao composto
inicial 30 (225 mg, 0,725 mmol) lavado com piridina. A esta
mistura adicionou-se uma mistura 1:1 de THF/CH.C1,
recentemente destilados (20 ml). Apdés 10 minutos adicionou-se
fosforamidato de dibenzildiisoproprilo (1,25 mg, 3,625 mmol) e
a mistura reaccional foi agitada em atmosfera de argon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional mostrou a formacdo do
produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo) e
foi adicionado um grande excesso de &cido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adicgao
metabissulfito de Na para suprimir o excesso de &acido
peracético. O THF e o CHyCl, foram removidos num evaporador
rotativo. O concentrado foi tratado com EtOAc (50 ml) e lavado
com metabissulfito de Na (2x15 ml), NaHCO; (2x25 ml), &gua
(2x25 ml) e salmoura (2x25 ml). A porcdo organica foi seca
sobre NaS0O; e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.

As fraccgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 195 mg (47%) do composto 54 sob a
forma de um sdélido branco: p.f. 82°C-84°C; 'H RMN (CDCl;) &
1,44 (s, 9H), 4,11 (s, 3H), 4,09-4,18 (m, 1H), 4,43-4,51 (m,
2H), 4,98-5,05 (m, 4H) , 5,72 (s1, 1H), 6,78-6,82 (m,
Jo=9,0 Hz, 2H) 7,26-7,33 (m, 10H), 7,36-7,41 (m, J0=9,0 Hz,
2H), 8,41 (sl, 1H); '’C (CcDCls) & 28,26, 55,45, 66,93, 67,00,
69,76, 69,83, 69,90, 77,20, 80,91, 114,11, 121,75, 128,06,
128,12, 128,64, 128,72, 128,73, 130, 38, 135,28, 135,42,
156,62, 166,75; °'P RMN (CDCls) & 16,72 (1P); IV (KBr) 3337,
2969, 1716, 1689, 1665, 1514, 1457, 1304, 1245, 999 cm';
Anal. Calc. para CigH3sN,OgP: C = 61,05; H = 6,18; N = 4,91.
Detectado: C = 60,80; H = 6,20; N = 4,88.
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Exemplo 5 - Sintese dos compostos 55-59

Composto 55: di-hidrogenofosfato de 2-amino-3-(nonilamino)-3-
oxopropilo

Adicionou-se Pd/C a 10% (quantidade catalitica) a uma
solucao do composto 50 (100 mg, 0,165 mmol) em EtOH (15 ml).
Efectuou-se a hidrogenacdao durante 4 horas a 50 psi. Apds
4 horas determinou-se por TLC o fim da reaccdo e a mistura
reaccional foi filtrada através de celite e o eluato
concentrado sob pressao reduzida, para dar 48 mg (90%) do
composto 55 sob a forma de um pd branco: p.f. 196°C-198°C; 'H
RMN (CFsCOOD) & 0,81-0,82 (m, 3H), 1,26-1,30 (m, 14H), 1,59
(m, 2#H), 3,37-3,38 (m, 2H), 4,54-4,59 (m, 1H), 4,72-4,81 (m,
2H); ’C RMN (CFsCOOD) & 14,66, 24,39, 28,60, 28,60, 30,46,
30,94, 31,16, 31,30, 31,39, 33,81, 43,53, 57,21, 66,42,
167,86; MS m/z 323 (M-H); IV (KBr) 3314, 2920, 2853, 1670,
1575, 1477, 1246, 1063, 1043 cm'; Anal. Calc. para
C13Hy9N,0OsP .0, 5CH50H: C = 47,64; H = 9,18; N = 8,23. Detectado:
C =47,24; H = 8,84; N = 8,02.

Composto 56: di-hidrogenofosfato de 2—-amino-3-oxo-3-
(tetradecilamino)propilo

Adicionou-se Pd/C a 10% (quantidade catalitica) a uma
solucao do composto 51 (145 mg, 0,219 mmol) em EtOH (15 ml).
Efectuou-se a hidrogenacdao durante 3 horas a 45 psi. Apds
3 horas determinou-se por TLC o fim da reaccdao e a mistura
reaccional foi filtrada através de celite e o eluato
concentrado sob pressdao reduzida, para dar 75 mg (90%) do
composto 56 sob a forma de um pd branco: p.f. 189°C-190°C; 'H
RMN (CF,COOD) & 0,81 (sl, 3H), 1,24 (s, 23H), 1,57 (m, 2H),
3,37 (m, 2H), 4,54-4,58 (m, 1H), 4,73-4,78 (m, 2H); '°C RMN
(CF,COOD) o 14,43, 24,16, 28,34, 30,21, 30,69, 31,01, 31,17,
31,22, 31,27, 33,62, 43,27, 56,96, 66,16, 167,60; “'P RMN
(CFsCOOD) & 17,93 (1P); MS m/z 379 (M-H); IV (KBr) 3318,
2923, 2852, 1671, 1657, 1563, 1475, 1242, 1055 cm'; Anal.
Calc. para Ci7H37N;0sP: C = 53,67; H = 9,80; N = 7,36.
Detectado: C = 53,40; H = 9,73; N = 7,31.
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Composto 56a: di-hidrogenofosfato de 2-(acetilamino)-3-oxo-3-
(tetradecilamino)propilo

Adicionou-se um grande excesso de anidrido acético a uma
amostra do composto 56 (20 mg, 0,052 mmol) em 0,5 ml de
piridina. A mistura foli mantida com agitacdo a temperatura
ambiente durante a noite. O excesso de piridina e de anidrido
acético num evaporador rotativo. A mistura resultante foi
agitada com 20 ml de HCl agquoso. A mistura &cida foi extraida
com EtOAc (2x25 ml). A camada de EtOAc foi lavada com 4&agua
(2x25 ml) e salmoura (2x25 ml). A porcgdo organica foli seca
sobre NaSO, e filtrada. O eluato foi concentrado sob pressao
reduzida para dar 15 mg (71%) do composto 56a sob a forma de
um sélido viscoso: 'H RMN (CDsOD) & 0,89 (t, J=6,3 Hz, 3H),
1,27 (s, 22H), 1,99-2,02 (m, 3H), 3,15-3,20 (m, 2H), 4,10-4,28
(m, 2H), 4,54-4,62 (m, 1H); '°C RMN(CDC1,/CDsOD) 13,48, 16,19,
22,23, 26,50, 28,91, 29,21, 31,48, 30,21, 31,01, 31,17, 31,22,
31,27, 33,62, 43,27, 56,96, 66,16, 163,02, 174,96; IV (KBr)
3316, 2923, 2853, 1671, 1657, 1560, 1467, 1247, 1059 cm ' .

Composto 57: di-hidrogenofosfato de 2—-amino-3-(octadecil-
amino)-3-oxopropilo

Adicionou-se Pd/C a 10% (quantidade catalitica) a uma
solucao do composto 52 (117 mg, 0,164 mol) em EtOH (15 ml).
Efectuou-se a hidrogenacdo durante 4 horas a 50 psi. Apds
4 horas determinou-se por TLC o fim da reacgdao e a mistura
reaccional foi filtrada através de celite e o eluato foi
concentrado sob pressao reduzida, para dar 70 mg (98%) do
composto 57 sob a forma de um pd branco: p.f. 190°C-192°C; 'H
RMN (CF,COOD) & 0,81 (t, J=6,9 Hz, 3H), 1,25 (s, 31H), 1,58
(m, 2H), 3,34-3,44 (m, 2H), 4,49-4,59 (m, 1H), 4,71-4,81 (m,
2H); C RMN(CF,COOD) & 14,70, 24,43, 28,60, 30,46, 30,95,
31,28, 31,31, 31,44, 31,48, 31,55, 33,89, 43,53, 57,12, 57,21,
66,35, 167,85; MS m/z 435 (M-H) ; IV (KBr) 3325, 2922, 2852,
1674, 1655, 1560, 1472, 1045 cm'; Anal. Calc. para C,1HisN,Os5P:
c = 57,77; H = 10,39; N = 6,42. Detectado: C = 57,61; H =
10,22; N = 6,25.
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Composto 58: di-hidrogenofosfato de 2—amino-3-oxo-3-[4-
(tetradeciloxi)anilino]propilo

Adicionou-se Pd/C a 10% (quantidade catalitica) a uma
solucadao do composto 53 (40 mg, 0,054 mmol) em EtOH (15 ml).
Efectuou-se uma hidrogenacdo durante 4 horas a 50 psi. Apds
4 horas determinou-se por TLC o fim da reacgdo e a mistura
reaccional foi filtrada através de celite e o eluato
concentrado sob pressadao reduzida, para dar 22 mg (88%) do
composto 58 sob a forma de um pd branco: p.f. 187°C-190°C; 'H
RMN (CFsCOOD) & 0,80-0,82 (m, 3H), 1,25 (m, 20H), 1,77-1,84
(m, 2H), 4,20 (t, J=6,0 Hz, 2H), 4,64-4,74 (m, 1H), 4,90-4,91
(m, 2H), 7,04-7,07 (d, Jo=9,0 Hz, 2H), 7,32-7,35 (d,
Jo=9,0 Hz, 2H); C RMN (CFsCOOD) & 14,81, 24,54, 27,57, 30,62,
31,19, 31,38, 31,46, 31,52, 31,60, 31,65, 33,99, 57,70, 66,53,
73,66, 119,32, 126,55, 131,25, 158,87, 167,06; MS m/z 471 (M-
H)"; IV (KBr) 3325, 2923, 2852, 1665, 1553, 1515, 1469, 1240,
1046 cm ‘; Anal. Calc. para CysH4N,06P.0,5CH50H.0,5CHCls: C =
52,58; H =8,00; N = 5,11. Detectado: C = 52,89; H = 7,83; N
5,29.

Composto 59: di-hidrogenofosfato de 2—amino-3-(4-
metoxianilino)-3-oxopropilo

Adicionou-se Pd/C a 10% (quantidade catalitica) a uma
solucao do composto 54 (125 mg, 0,219 mmol) em EtOH (15 ml).
Efectuou-se a hidrogenacao durante 2 horas a 45 psi. Apds as
2 horas determinou-se por TLC o fim da reacgdao e a mistura
reaccional foi filtrada através de celite e o eluato
concentrado sob pressdao reduzida, para dar 82 mg (96%) do
composto 59 sob a forma de um pd branco: p.f. 199°C-202°C; ‘H
RMN (CF,COOD) & 3,93 (s, 3H), 4,65-4,75 (m, 1H), 4,88-4,94 (m,
2H), 7,01-7,04 (d, Jy=9,0 Hz, 2H), 7,31-7,34 (d, Jy=9,0 Hz,
2H); C RMN(CDCls;) & 57,60, 58,00, 66,54, 117,69, 126,64,
131,07, 159,62, 167,07; MS m/z 289 (M-H) ; IV (KBr) 3317,
2961, 1680, 1565, 1515, 1478, 1236, 1045 cm'; Anal. Calc.
para CipHisN,OsP: C = 41,39; H = 5,21; N = 9,65. Detectado: C =
41,25; H = 5,35; N = 9,73.
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Exemplo 6 - Sintese dos compostos intermedidrios 63-65

O material de wvidro utilizado foi seco a chama e
arrefecido até a temperatura ambiente em atmosfera de argon. O
dlcool inicial foi lavado com piridina anidra (3 vezes) e seco
sob vacuo elevado durante 48 horas. A reaccdo foi efectuada em
atmosfera de &rgon. O THF e o CHyCl, foram destilados antes da
utilizacéao.

Composto 63: 1,2-(3-Octadeciloxipropano)-bis (dibenzilfosfato)

Adicionou-se 1H-tetrazole (229 mg, 3,26 mmol) ao &lcool
dl-batilico inicial (60, 225 mg, 0,652 mmol) lavado com
piridina. A esta mistura adicionou-se uma mistura 1:1 de
THF/CH,Cl, recentemente destilados (50 ml). Apds 10 minutos
adicionou-se fosforamidato de dibenzildiisoproprilo (1,12 mg,
3,26 mmol) e a mistura reaccional foi agitada em atmosfera de
argon durante 90 minutos. A TLC da mistura reaccional
confirmou a formacdo do produto. Esta mistura foi arrefecida a
0°C (banho de gelo) e foil adicionado um grande excesso de
dcido peracético. A mistura foi agitada durante mais
35 minutos, seguido da adicdo de metabissulfito de Na para
suprimir o excesso de acido peracético. O THF e o CH;Cl; foram
removidos sob pressadao reduzida. O concentrado foi tratado com
EtOAc (70 ml) e lavado com metabissulfito de Na (2x25 ml),
NaHCOs (2x30 ml), A&gua (2x30 ml) e salmoura (2x30 ml). A
porcdo orgadnica foil seca sobre NaSO, e concentrada sob presséo
reduzida. O residuo foi submetido a cromatografia flash em
coluna e eluido com EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.

As fraccgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 303 mg (53%) do composto 63 sob a
forma de um 6leo limpido: 'H RMN (CDCls) & 0,86 (t, J=6,4 Hz,
3H), 1,24 (ml, 28H), 1,33-1,35 (m, 2H), 1,45 (m, 2H), 3,29-
3,36 (m, 2H), 3,48-3,50 (d, J=5,2 Hz, 2H), 4,04-4,22 (m, 2H),
4,60 (m, 1H), 5,00 (m, 8H), 7,22-7,33 (m, 20H); *°C (CDCl;) &
14,05, 18,96, 22,62, 25,95, 29,29, 29,41, 29,49, 29,53, 29,59,
29,63, 31,85, 46,48, 66,58, 69,20, 69,23, 69,28, 69,36, 71,75,
75,37, 127,76, 127,82, 127,86, 127,88, 127,94, 128,36, 128,45,
128,49, 128,61, 128,62, 135,46, 135,54, 135,59, 135,65,
135,68, 135,75, 135,79; MS m/z 866 (M+H)".
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Composto 64: 1,2-(3-Dodeciloxipropano)-bis(dibenzilfosfato)

Adicionou-se 1H-tetrazole (645 mg, 9,2 mmol) ao diI-3-0-n-
dodecil-1, 2-propanodiol inicial (61, 400 mg, 1,5 mmol) lavado
com piridina. A esta mistura adicionou-se uma mistura 1:1 de
THF/CH,Cl, recentemente destilados (40 ml). Apdés 10 minutos
adicionou-se fosforamidato de dibenzildiisoproprilo (3,18 mg,
9,2 mmol) e a mistura reaccional foi agitada em atmosfera de
drgon durante 90 minutos. A TLC da mistura reaccional
confirmou a formacdo do produto. Esta mistura foil arrefecida a
0°C (banho de gelo) e foi adicionado um grande excesso de
dcido peracético. A mistura foi agitada durante mais
35 minutos, seguido da adicdao de metabissulfito de Na para
suprimir o excesso de acido peracético. O THF e o CHy;Cl; foram
removidos sob pressao reduzida. O concentrado foil tratado com
EtOAc (80 ml) e lavado com metabissulfito de Na (2x35 ml),
NaHCOs (2x40 ml), 4&gua (2x30 ml) e salmoura (2x30 ml). A
porcdo orgadnica foil seca sobre NaSO, e concentrada sob pressao
reduzida. O residuo foi submetido a cromatografia flash em
coluna e eluido com EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.

As fraccgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 100 mg (<10%) do composto 64 sob a
forma de um 6leo limpido: '" RMN (CDCls) & 0,86 (t, J=6,3 Hz,
3H), 1,23 (ml, 18H), 1,46 (m, 2H), 3,13-3,36 (m, 2H), 3,49-
3,51 (d, J=5,2 Hz, 2H), 4,03-4,23 (m, 2H), 4,59 (m, 1H), 5,01
(m, 8H), 7,26-7,34 (m, 20H); 3¢ (CbCls) o 14,11, 22,68, 26,01,
29,35, 29,47, 29,54, 29,59, 29,63, 29,66, 31,91, 69,01, 69,06,
69,26, 69,30, 69,34, 69,42, 69,62, 71,83, 77,21, 127,83,
127,89, 127,94, 127,95, 128,44, 128,52, 128,56, 135,64,
135,74, 135,85; IV (NaCl, nao diluido) 3427, 1276, 1000, 885,
499 cm?; MS m/z 781 (M+H)®, m/z 803 (M+Na)".

Composto 65: 1,2-(3-Hexadeciloxipropano)-bis (dibenzilfosfato)

Adicionou-se 1H-tetrazole (664 mg, 9,47 mmol) ao di1-3-0-n-
hexadecil-1, 2-propanodiol inicial (62, 500 mg, 1,57 mmol)
lavado com piridina. A esta mistura adicionou-se uma mistura
1:1 de THF/CH,Cl, recentemente destilados (50 ml). Apods
10 minutos adicionou-se fosforamidato de dibenzildiisoproprilo
(3,27 mg, 9,47 mmol) e a mistura reaccional foi agitada em
atmosfera de 4&rgon durante 90 minutos. A TLC da mistura
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reaccional confirmou a formacdo do produto. Esta mistura foi
arrefecida a 0°C (banho de gelo) e foi adicionado um grande
excesso de 4acido peracético. A mistura foi agitada durante
mais 35 minutos, seguido da adicdao de metabissulfito de Na
para suprimir o excesso de &cido peracético. O THF e o CHyCl,
foram removidos sob pressdao reduzida. O concentrado foi
tratado com EtOAc (80 ml) e lavado com metabissulfito de Na
(2x35 ml), NaHCO; (2x40 ml), agua (2x30 ml) e salmoura
(2x30 ml). A porcdo organica foi seca Ssobre NaSO, e
concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi submetido a
cromatografia flash em coluna e eluido com EtOAc/hexanos de
diferentes composicgdes.

As fracgbes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 205 mg (15%) do composto 65 sob a
forma de um 6leo limpido: 'H RMN (CDCls) & 0,87 (t, J=6,3 Hz,
3H), 1,25 (ml, 26H), 1,46 (m, 2H), 3,30-3,42 (m, 2H), 3,49-
3,51 (d, J=5,2 Hz, 2H), 3,97-4,23 (m, 2H), 4,60 (m, 1H), 5,01
(m, 8H), 7,26-7,35 (m, 20H); '°C (CDCls) & 14,11, 22,68, 26,00,
29,35, 29,47, 29,54, 29,59, 29,64, 29,68, 31,91, 69,00, 69,06,
69,26, 69,29, 69,34, 69,41, 71,82, 171,74, 75,52, 75,60, 77,20,
126,97, 127,82, 127,88, 127,93, 127,95, 127,99, 128,43,
128,51, 128,55, 128,60, 135,63, 135,73, 135,79, 135,83; 1IV
(NaCl, nao diluido) 3423, 1269, 1016, 736 cm'; MS m/z
837(M+H) ", m/z 859 (M+Na)" .

Exemplo 7 - Sintese dos compostos 66-68

Composto 66: 1,2-(3-Octadeciloxipropano)-bis (di-hidrogeno-
fosfato)

Adicionou-se Pd/C a 10% (guantidade catalitica) a uma
solucadao do composto 63 (135 mg, 0,156 mmol) em EtOH (15 ml).
Efectuou-se a hidrogenacdao durante 4 horas a 60 psi. Apds
4 horas determinou-se por TLC o fim da reaccdao e a mistura
reaccional foi filtrada através de celite e o eluato foi
concentrado sob pressdo reduzida, para dar 70 mg (89%) do
composto 66 sob a forma de uma cera transparente: ‘H RMN
(Cbs0D) & 0,89 (t, J=6,4 Hz, 3H), 1,28 (s, 30H), 1,55 (m, 2H),
3,45-3,50 (m, 2H), 3,62-3,64 (m, 2H), 4,00-4,16 (m, 2H), 4,47
(m, 1H); 'C RMN (CDsOD) & 14,43, 19,30, 23,73, 27,20, 30,47,
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30,64, 30,78, 33,07, 72,80; MS m/z 503 (M-H) ; IV (NaCl ndo
diluido) 1011 cm .

Composto 67: 1,2-(3-Dodeciloxipropano)-bis (di-hidrogeno-
fosfato)

Adicionou-se Pd/C a 10% (quantidade catalitica) a uma
solucadao do composto 64 (70 mg, 0,089 mmol) em EtOH (15 ml).
Efectuou-se a hidrogenacdao durante 4 horas a 60 psi. Apds
4 horas determinou-se por TLC o fim da reaccdo e a mistura
reaccional foi filtrada através de celite e o eluato foi
concentrado sob pressao reduzida, para dar 35 mg (94%) do
composto 67 sob a forma de uma cera transparente: 'H RMN
(Cbs0D) & 0,79 (t, J=6,7 Hz, 3H), 1,90 (s, 18H), 1,46 (m, 2H),
3,34-3,41 (m, 2H), 3,49-3,73 (m, 2H), 3,78-4,05 (m, 2H), 4,47
(m, 1H); Bc RMN (CDsOD) & 14,43, 23,71, 23,74, 27,20, 30,49,
30,64, 30,76, 30,81, 33,08, 66,80, 72,79; MS m/z 419 (M-H)~;
IV (NaCl ndo diluido) 1008 cm .

Composto 68: 1,2-(3-Hexadeciloxipropano)-bis (di-hidrogeno-
fosfato)

Adicionou-se Pd/C a 10% (guantidade catalitica) a uma
solucdao do composto 65 (138 mg, 0,164 mmol) em EtOH (15 ml).
Efectuou-se a hidrogenacdo durante 4 horas a 60 psi. Apds
4 horas determinou-se por TLC o fim da reacgdo e a mistura
reaccional foi filtrada através de celite e o eluato foi
concentrado sob pressdao reduzida, para dar 75 mg (96%) do
composto 68 sob a forma de uma cera transparente: 'H RMN
(CDs0OD) & 0,89 (t, J=6,4 Hz, 3H), 1,28 (s, 23H), 1,56 (m, 2H),
3,43-3,50 (m, 2H), 3,58-3,65 (m, 2H), 3,89-4,16 (m, 2H), 4,47
(m, 1H); '’C RMN(CD-OD) & 14,44, 23,74, 27,20, 30,48, 30,64,
30,80, 33,08, 72,80; MS m/z 475 (M-H) ; IV (NaCl ndo diluido)
1011 cm .

Exemplo 8 - Sintese dos compostos intermedidrios 77-84

0O material de wvidro wutilizado foi seco a chama e
arrefecido até a temperatura ambiente em atmosfera de argon. O
dlcool inicial foi lavado com piridina anidra (3 vezes) e seco
sob vacuo elevado durante 48 horas. A reaccdo foi efectuada em
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atmosfera de &rgon. O THF e o CH,Cl, foram destilados antes da
utilizacao.

Composto 77: 1,2-(3-Tetradecanoiloxipropano)-bis(dibenzil-
fosfato)

Adicionou-se lH-tetrazole (1,01 mg, 14,5 mmol) a
monomiristina inicial (69, 800 mg, 2,6 mmol) lavada com
piridina. A esta mistura adicionou-se THF recentemente
destilado (45 ml). Apds 10 minutos adicionou-se fosforamidato
de dibenzildiisoproprilo (5,02 g, 14,5 mmol) e a mistura
reaccional foi agitada em atmosfera de &rgon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional confirmou a formacgao
do produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo)
e foil adicionado um grande excesso de &acido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adicao
de metabissulfito de Na para suprimir o excesso de 4&cido

peracético. O THF foi removido sob pressao reduzida. O
concentrado foi tratado com EtOAc (100 ml) e lavado com
metabissulfito de Na (2x50 ml), NaHCO3 (2x75 ml), agua
(2x50 ml) e salmoura (2x50 ml). A porcgdo organica foi seca

sobre NaSO, e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.

As fracgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 600 mg (28%) do composto 77 sob a
forma de um 6leo limpido: 'H RMN (CDCls;) & 0,87 (t, J=6,3 Hz,
3H), 1,25 (ml, 20H), 1,53 (m, 2H), 2,17-2,32 (m, 2H), 3,96-
4,24 (m, 4H), 4,61-4,70 (m, 1H), 4,99-5,08 (m, 8H), 7,29-7,35
(m, 20H); ¥C (cpCls) & 14,10, 22,67, 24,70, 29,08, 29,23,
29,33, 29,44, 29,59, 29,62, 29,66, 31,90, 33,86, 64,24, 65,82,
69,41, 69,46, 69,48, 69,53, 69,57, 77,20, 127,85, 127,91,
127,98, 127,99, 128,04, 128,57, 128,59, 128,70, 128,71,
135,50, 135,59, 173,09; IV (NaCl nao diluido) 3422, 1742,
1457, 1274, 1035, 1001 cm*; MS m/z 8823 (M+H)", m/z 845
(M+Na) *.
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Composto 78: 1,2-(3-Pentadecanoiloxipropano)-bis (dibenzil-
fosfato)

Adicionou-se l1H-tetrazole (970 mg, 13,9 mmol) a
monopentadecanoina inicial (70, 800 mg, 2,5 mmol) lavado com
piridina. A esta mistura adicionou-se THF recentemente
destilado (45 ml). Apds 10 minutos adicionou-se fosforamidato
de dibenzildiisoproprilo (4,80 g, 13,9 mmol) e a mistura
reaccional foi agitada em atmosfera de 4Argon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional confirmou a formacéao
do produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo)
e foi adicionado um grande excesso de &cido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adigao
de metabissulfito de Na para suprimir o excesso de 4&acido
peracético. O THF foi removido sob pressao reduzida. O
concentrado foi tratado com EtOAc (100 ml) e lavado com
metabissulfito de Na (2x50 ml), NaHCO3 (2x100 ml), agua
(2x50 ml) e salmoura (2x50 ml). A porcao organica fol seca
sobre NaSO; e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.

As fraccgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 741 mg (35%) do composto 78 sob a
forma de um 6leo limpido: 'H RMN (CDCls;) & 0,87 (t, J=6,4 Hz,
3H), 1,25 (ml, 22H), 1,53 (m, 2H), 2,17-2,32 (m, Z2H), 3,95-
4,24 (m, 4H), 4,61-4,70 (m, 1H), 4,99-5,07 (m, 8H), 7,29-7,35
(m, 20H); Yc (cpcls) & 14,09, 22,66, 24,69, 29,08, 29,23,
29,33, 29,44, 29,59, 29,62, 29,65, 31,89, 33,85, 064,23, 65,86,
69,40, 69,46, 69,48, 69,53, 69,56, 77,20, 127,84, 127,90,
127,97, 127,%98, 128,03, 128,56, 128,59, 128,69, 128,71,
135,50, 135,59, 173,09; IV (NaCl nao diluido) 3421, 1742,
1457, 1275, 1035, 1014, 1001 cm{; MS m/z 837 (M+H)", m/z 859
(M+Na) *.

Composto 79: 1,2-(3-Hexadecanoiloxipropano)-bis (dibenzil-

fosfato)
Adicionou-se lH-tetrazole (1,00 g, 14,2 mmol) a
monopalmitina inicial (71, 800 mg, 2,4 mmol) lavada com
piridina. A esta mistura adicionou-se THF recentemente

destilado (45 ml). Apds 10 minutos adicionou-se fosforamidato
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de dibenzildiisoproprilo (4,90 g, 14,2 mmol) e a mistura
reaccional foi agitada em atmosfera de &rgon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional confirmou a formacao
do produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo)
e fol adicionado um grande excesso de &acido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adicao
de metabissulfito de Na para suprimir o excesso de 4&cido
peracético. O THF foi removido sob pressdao reduzida. O

concentrado foi tratado com EtOAc (100 ml) e lavado com
metabissulfito de Na (2x50 ml), NaHCO3 (2x100 ml), agua
(2x50 ml) e salmoura (2x50 ml). A porcgdo orgadnica foli seca

sobre NaSO, e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.

As fracgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 786 mg (38%) do composto 79 sob a
forma de um 6leo limpido: 'H RMN (CDCl,) & 0,87 (t, J=6,4 Hz,
3u), 1,25 (m,, 24H), 1,53 (m, 2H), 2,17-2,32 (m, 2H), 3,96-
4,24 (m, 4H), 4,61-4,70 (m, 1H), 4,99-5,08 (m, 8H), 7,29-7,35
(m, 20H); C (CDCl:) & 14,09, 22,66, 24,71, 29,09, 29,23,
29,33, 29,45, 29,60, 29,63, 29,67, 31,90, 33,87, 62,23, 62,30,
65,89, 69,43, 69,48, 69,50, 69,55, 69,58, 77,20, 126,96,
127,85, 127,91, 127,98, 128,04, 128, 56, 128,59, 128,64,
128,71, 135,52, 135,61, 173,07; IV (NaCl nao diluido) 3421,
1742, 1457, 1273, 1035, 1016, 1001 cmﬂ; MS m/z 851 (M+H)', m/z
873 (M+Na)'.

Composto 80: 1,2-(3-Heptadecanoiloxipropano)-bis (dibenzil-
fosfato)

Adicionou-se 1H-tetrazole (980 mg, 13,9 mmol) a mono-
heptadecanoina inicial (72, 800 mg, 2,32 mmol) lavada com
piridina. A esta mistura adicionou-se THF recentemente
destilado (40 ml). Apds 10 minutos adicionou-se fosforamidato
de dibenzildiisoproprilo (4,81 g, 13,9 mmol) e a mistura
reaccional foi agitada em atmosfera de A&Argon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional confirmou a formacao
do produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo)
e foi adicionado um grande excesso de &cido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adicao
de metabissulfito de Na para suprimir o excesso de acido
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peracético. O THF foi removido sob pressadao reduzida. O
concentrado foi tratado com EtOAc (100 ml) e lavado com
metabissulfito de Na (2x50 ml), NaHCO; (2x100 ml), agua
(2x50 ml) e salmoura (2x50 ml). A porcao organica fol seca
sobre NaSO,; e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicgdes.

As fracgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 1,48 g (74%) do composto 80 sob a
forma de um 6leo limpido: 'H RMN (CDCls) & 0,87 (t, J=6,4 Hz,
3H), 1,23-1,25 (ml, 26H), 1,53 (m, 2H), 2,20 (t, J=7,1 Hz,
2H), 4,02-4,24 (m, 4H), 4,66 (m, 1H), 4,99-5,05 (m, 8H), 7,29-
7,35 (m, 20H); ’C (cbcls) & 14,10, 22,66, 24,69, 29,07, 29,23,
29,33, 29,44, 29,59, 29,63, 29,66, 31,89, 33,84, 62,21, 62,27,
65,85, 69,40, 69,45, 69,47, 69,52, 69,56, 74,04, 74,23, 77,20,
127,83, 127,87, 127,96, 127,97, 128,53, 128,55, 128,57,
128,59, 135,47, 135,56, 173,07; IV (NaCl nédo diluido) 3483,
1743, 1457, 1281, 1035, 1013, 1000 cm*; MS m/z 865 (M+H)", m/z
887 (M+Na) .

Composto 81: 1,2-(3-Octadecanoiloxipropano)-bis(dibenzil-

fosfato)

Adicionou-se lH-tetrazole (1,00 g, 14,2 mmol) a
monoestearina inicial (73, 800 mg, 2,2 mmol) lavada com
piridina. A esta mistura adicionou-se THF recentemente
destilado (40 ml). Apds 10 minutos adicionou-se fosforamidato
de dibenzildiisoproprilo (4,92 g, 14,2 mmol) e a mistura

reaccional foi agitada em atmosfera de Argon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional confirmou a formacao
do produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo)
e foil adicionado um grande excesso de &cido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adicéo
de metabissulfito de Na para suprimir o excesso de 4&cido
peracético. O THF foi removido sob ©pressadao reduzida. O
concentrado foi tratado com EtOAc (100 ml) e lavado com
metabissulfito de Na (2x50 ml), NaHCOz (2x100 ml), agua
(2x50 ml) e salmoura (2x50 ml). A porcao orgadnica fol seca
sobre NaSO, e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.
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As fracgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 870 mg (45%) do composto 81 sob a
forma de um 6leo limpido: 'H RMN (CDCls) & 0,87 (t, J=6,4 Hz,
3H), 1,23-1,25 (ml, 28H), 1,53 (m, 2H), 2,20 (t, J=7,2 Hz,
2H), 3,97-4,24 (m, 4H), 4,66 (m, 1H), 4,99-5,07 (m, 8H), 7,29-
7,35 (m, 20H); **C (CDCls) & 14,09, 22,66, 24,69, 29,08, 29,23,
29,33, 29,45, 29,59, 29,63, 29,67, 31,89, 33,85, 62,22, 62,28,
64,23, 65,87, 68,69, 69,23, 69,42, 69,50, 69,54, 69,58, 74,07,
74,25, 127,60, 127,84, 127,90, 127,98, 128,03, 128,54, 128,56,
128,58, 128,60, 128,71, 135,47, 135,57, 173,08; IV (NaCl néao
diluido) 3421, 1742, 1457, 1273, 1251, 1216, 1035, 1016,
1000 cm'; MS m/z 879 (M+H)', m/z 901 (M+Na)'.

Composto 82: 1,2-(3-Nonadecanoiloxipropano)-bis (dibenzil-
fosfato)

Adicionou-se l1H-tetrazole (977 mg, 13,9 mmol) a
monononadecanoina inicial (74, 800 mg, 2,1 mmol) lavada com
piridina. A esta mistura adicionou-se THF recentemente
destilado (40 ml). Apds 10 minutos adicionou-se fosforamidato
de dibenzildiisoproprilo (4,81 g, 13,9 mmol) e a mistura
reaccional foi agitada em atmosfera de Argon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional confirmou a formacéao
do produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo)
e foi adicionado um grande excesso de &cido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adicéao
de metabissulfito de Na para suprimir o excesso de &acido
peracético. O THF foi removido sob pressao reduzida. O
concentrado foi tratado com EtOAc (100 ml) e lavado com
metabissulfito de Na (2x50 ml), NaHCOs (2x125 ml), agua
(2x75 ml) e salmoura (2x50 ml). A porcao organica fol seca
sobre NaSO,; e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.

As fraccgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 1,47 g (78%) do composto 82 sob a
forma de um 6leo limpido: 'H RMN (CDCls) & 0,87 (t, J=6,3 Hz,
3H), 1,23-1,25 (ml, 30H), 1,53 (m, 2H), 2,20 (t, J=7,2 Hz,
2H), 4,02-4,24 (m, 4H), 4,66 (m, 1H), 4,99-5,03 (m, 8H), 7,29-
7,36 (m, 20H); ’C (cbcls) & 14,08, 22,65, 24,67, 29,06, 29,22,
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29,32, 29,43, 29,58, 29,61, 29,66, 31,88, 33,83, 62,25, 65,84,
69,38, 69,46, 69,51, 69,54, 74,03, 74,10, 74,15, 74,22, 77,20,
127,82, 127,88, 127,96, 128,53, 128, 56, 135,45, 135,55,
173,06; IV (NaCl nédo diluido) 3483, 1743, 1457, 1273, 1282,
1216, 1035, 1013 cm'; MS m/z 893 (M+H)', m/z 915 (M+Na)".

Composto 83: 1,2-(3-icosanoiloxipropano)-bis(dibenzilfosfato)

Adicionou-se lH-tetrazole (1,00 g, 14,2 mmol) a
monoaraquidina inicial (75, 800 mg, 2,06 mmol) lavada com

piridina. A esta mistura adicionou-se THF recentemente
destilado (40 ml). Apds 10 minutos adicionou-se fosforamidato
de dibenzildiisoproprilo (4,92 g, 14,2 mmol) e a mistura

reaccional foi agitada em atmosfera de 4drgon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional confirmou a formacéao
do produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo)
e foi adicionado um grande excesso de &cido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adicéao
de metabissulfito de Na para suprimir o excesso de 4&acido
peracético. O THF foi removido sob pressadao reduzida. O
concentrado foi tratado com EtOAc (100 ml) e lavado com
metabissulfito de Na (2x50 ml), NaHCO3 (2x125 ml), agua
(2x75 ml) e salmoura (2x50 ml). A porcao organica fol seca
sobre NaSO; e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.

As fraccgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 1,39 g (74%) do composto 83 sob a
forma de um 6leo limpido: 'H RMN (CDCls) & 0,87 (t, J=6,4 Hz,
3H), 1,23-1,25 (ml, 32H), 1,53 (m, 2H), 2,20 (t, J=7,2 Hz,
2H), 4,02-4,24 (m, 4H), 4,66 (m, 1H), 4,99-5,05 (m, 8H), 7,29-
7,36 (m, 20H); 'C (CcDbCls;) & 14,09, 22,65, 24,69, 29,07, 29,23,
29,33, 29,44, 29,59, 29,63, 29,67, 31,89, 33,84, 62,21, 62,27,
65,86, 69,40, 69,45, 69,48, 69,52, 69,56, 74,05, 74,12, 74,16,
74,24, 77,20, 127,83, 127,89, 127,97, 128,53, 128,55, 128,57,
128,59, 135,47, 135,56, 173,07; IV (NaCl néao diluido) 3483,
1743, 1457, 1273, 1282, 1216, 1035, 1012, 1000 mﬁl; MS m/z
907 (M+H)", m/z 929 (M+Na) .
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Composto 84: 1,2-(3-Docosanoiloxipropano)-bis(dibenzilfosfato)

Adicionou-se lH-tetrazole (1,00 g, 14,2 mmol) a
monobeenina inicial (76, 800 mg, 1,92 mmol) lavada com
piridina. A esta mistura adicionou-se THF recentemente
destilado (40 ml). Apds 10 minutos adicionou-se fosforamidato

de dibenzildiisoproprilo (5,14 g, 14,8 mmol) e a mistura
reaccional foi agitada em atmosfera de Argon durante
90 minutos. A TLC da mistura reaccional confirmou a formacéao
do produto. Esta mistura foi arrefecida a 0°C (banho de gelo)
e foi adicionado um grande excesso de &cido peracético. A
mistura foi agitada durante mais 35 minutos, seguido da adicgao
de metabissulfito de Na para suprimir o excesso de &acido
peracético. O THF foi removido sob pressao reduzida. O
concentrado foi tratado com EtOAc (100 ml) e lavado com
metabissulfito de Na (2x50 ml), NaHCO3 (2x125 ml), agua
(2x75 ml) e salmoura (2x50 ml). A porcdo organica foi seca
sobre NaSO; e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi
submetido a cromatografia flash em coluna e eluido com
EtOAc/hexanos de diferentes composicdes.

As fracgdes apropriadas foram agrupadas e concentradas até
a secura em vacuo, para dar 1,27 g (71%) do composto 84 sob a
forma de um composto branco semelhante a cera: 'H RMN (CDCls)
5 0,87 (t, J=6,4 Hz, 3H), 1,23-1,25 (ml, 36H), 1,53 (m, 2H),
2,20 (t, J=7,2 Hz, 2H), 4,02-4,24 (m, 4H), 4,66 (m, 1H), 4,99-
5,03 (m, 8H), 7,29-7,36 (m, 20H); ’C (cbcls) & 14,08, 22,65,
24,68, 29,07, 29,22, 29,32, 29,44, 29,59, 29,62, 29,66, 31,88,
33,84, 62,20, 62,26, 65,85, 69,40, 69,45, 69,48, 69,53, 69,57,
74,05, 74,16,m 74,24, 77,20, 127,83, 127,88, 127,96, 127,97,
128, 30, 128,52, 128,54, 128,57, 128,58, 135, 46, 135,55,
173,07; MS m/z 935 (M+H)", m/z 957 (M+Na)".

Exemplo 9 - Sintese dos compostos 85-92

Composto 85: 1, 2-(3-Tetradecanoiloxipropano)-bis (di-hidrogeno-
fosfato)

Adicionou-se Pd/C a 10% (quantidade catalitica) a uma
solucao do composto 77 (385 mg, 0,468 mmol) em EtOH (15 ml).
Efectuou-se a hidrogenacdo durante 4 horas a 60 psi. Apds
4 horas determinou-se por TLC o fim da reaccdo e a mistura
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reaccional foi filtrada através de celite e o eluato foi
concentrado sob pressao reduzida, para dar 210 mg (98%) do
composto 85 sob a forma de uma cera branca: 'H RMN (CDs0D) &
0,89 (t, J=6,4 Hz, 3H), 1,28 (s, 20H), 1,56-1,63 (m, 2H),
2,24-2,38 (m, 2H), 3,93-4,42 (m, 4H) , 4,59 (m, 1H) ; e
RMN (CD5OD) & 14,44, 23,73, 26,09, 30,71, 30,23, 30,43, 30,47,
30,61, 30,75, 33,07, 34,80, 34,94, 61,90, 61,96, 63,96, 63,70,
66,24, 74,33, 77,51, 175,02; MS m/z 461 (M-H); IV (NaCl nao
diluido) 3386, 1702, 1216, 1019 cm'.

Composto 86: 1,2-(3-Pentadecanoiloxipropano)-bis(di-hidrogeno-
fosfato)

Adicionou-se Pd/C a 10% (quantidade catalitica) a uma
solucao do composto 78 (451 mg, 0,538 mmol) em EtOH (15 ml).
Efectuou-se a hidrogenacdo durante 4 horas a 60 psi. Apds
4 horas determinou-se por TLC o fim da reacgdo e a mistura
reaccional foi filtrada através de celite e o eluato foi
concentrado sob pressao reduzida, para dar 250 mg (97%) do
composto 86 sob a forma de uma cera branca: 'H RMN (CDs0D) &
0,89 (t, J=6,4 Hz, 3H), 1,28 (s, 22H), 1,58 (m, 2H), 2,24-2,38
(m, 2H), 3,97-4,21 (m, 4H), 4,38 (m, 1H); '°C RMN(CD:OD) &
14,44, 23,74, 26,05, 30,16, 30,36, 30,48, 30,57, 30,76, 33,08,
35,11, 61,36, 63,70, 63,90, 66,24, 67,77, 70,22, 77,33, 77,40,
77,51, 175,63; MS m/z 475 (M-H) ; IV (NaCl nao diluido) 3380,
1728, 1216, 1031 cm'.

Composto 87: 1,2-(3-Hexadecanoiloxipropano)-bis (di-hidrogeno-

fosfato)
Adicionou-se Pd/C a 10% (610 mg) a uma solucao do
composto 79 (561 mg, 0,659 mmol) em EtOH (15 ml). Efectuou-se
a hidrogenacado durante 4 horas a 60 psi. Apds 4 horas

determinou-se por TLC o fim da reacgdo e a mistura reaccional
foi filtrada através de celite e o eluato foi concentrado sob
pressao reduzida, para dar 300 mg (92%) do composto 87 sob a
forma de uma cera branca: 'H RMN (CDs0D) & 0,89 (t, J=6,4 Hz,
3H), 1,28 (s, 24H), 1,56-1,63 (m, 2H), 2,24-2,38 (m, 2H),
3,95-4,40 (m, 4H), 4,39 (m, 1H); ¥c RMN (CDsOD) o 14,143,
23,73, 25,89, 26,05, 26,09, 30,15, 30,23, 30,36, 30,44, 30,47,
30,56, 30,61, 30,67, 30,75, 33,07, 34,08, 34,94, 35,11, 61,36,
64,00, 66,22, 67,74, 70,22, 77,33, 77,40, 77,51, 175,03; MS
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m/z 489 (M-H) ~; v (NaCl nao diluido) 3357, 1729, 1216,
1029 cm*t.

Composto 88: 1,2-(3-Heptadecanoiloxipropano)-bis (di-hidrogeno-

fosfato)
Adicionou-se Pd/C a 10% (724 mg) a uma solucao do
composto 80 (636 mg, 0,736 mmol) em EtOH (15 ml). Efectuou-se
a hidrogenacadao durante 4 horas a 60 psi. Apdés 4 horas

determinou-se por TLC o fim da reacgdo e a mistura reaccional
foi filtrada através de celite e o eluato foi concentrado sob
pressao reduzida, para dar 365 mg (98%) do composto 88 sob a
forma de uma cera branca: ‘H RMN (CD,OD) & 0,89 (t, J=6,6 Hz,
3H), 1,28 (s, 26H), 1,56-1,63 (m, 2H), 3,96-4,17 (m, 4H),
4,22-4,42 (m, 1H); '°C RMN (CDsOD) & 14,54, 23,73, 25,90,
26,10, 30,16, 30,24, 30,36, 30,43, 30,47, 30,56, 30,061, 30,76,
33,07, 34,81, 34,95, 61,37, 61,92, 63,97, 66,26, 67,70, 67,78,
70,06, 74,42, 77,46, 175,04; MS m/z 503 (M-H) ; IV (NaCl néo
diluido) 3357, 1710, 1216, 1032 cm'. Anal. Calc. para
Co0H42010P>.1H,0: C = 45,97; H = 8,49. Detectado: C = 46,32; H =
8,73.

Composto 89: 1,2-(3-Octadecanoiloxipropano)-bis (di-hidrogeno-

fosfato)
Adicionou-se Pd/C a 10% (617 mg) a uma solucao do
composto 81 (530 mg, 0,603 mmol) em EtOH (15 ml). Efectuou-se
a hidrogenacado durante 4 horas a 60 psi. Apds 4 horas

determinou-se por TLC o fim da reacgdo e a mistura reaccional
foi filtrada através de celite e o eluato foi concentrado sob
pressao reduzida, para dar 305 mg (97%) do composto 89 sob a
forma de uma cera branca: '‘H RMN (CD,OD) & 0,89 (t, J=6,3 Hz,
3H), 1,28 (s, 28H), 1,58-1,61 (m, 2H), 2,42-2,38 (m, 2H),
3,91-4,17 (m, 4H), 4,24-4,42 (m, 1H); *°C RMN(CD,OD) & 14,43,
23,74, 25,90, 26,06, 26,10, 30,16, 30,24, 30,36, 30,47, 30,57,
30,61, 30,67, 30,76, 33,08, 34,81, 34,95, 35,11, 61,37, 63,72,
66,26, 67,68, 67,75, 70,25, 77,48, 175,04; MS m/z 517 (M-H) ;
IV (NaCl ndo diluido) 3388, 1731, 1216, 1020 cm '.
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Composto 90: 1,2-(3-Nonadecanoiloxipropano)-bis(di-hidrogeno-
fosfato)

Adicionou-se Pd/C a 10% (1,00 qg) a uma solucgao do
composto 82 (952 mg, 1,06 mmol) em EtOH (25 ml). Efectuou-se a
hidrogenacgao durante 4 horas a 60 psi. Apds 4 horas
determinou-se por TLC o fim da reacgdo e a mistura reaccional
foi filtrada através de celite e o eluato foi concentrado sob
pressao reduzida, para dar 555 mg (98%) do composto 90 sob a
forma de uma cera branca: '‘H RMN (CDs0D) & 0,89 (t, J=6,4 Hz,
3H), 1,27 (s, 29H), 1,56-1,63 (m, 2H), 2,24-2,38 (m, 2H),
4,06-4,17 (m, 2H), 4,22-4,42 (m, 2H), 4,59 (m, 1H); ¥c RMN
(CDsOD) & 14,44, 23,74, 25,90, 26,06, 30,16, 30,24, 30,36,
30,48, 30,57, 30,63, 30,76, 30,79, 33,08, 34,81, 35,12, 63,94,
66,25, 175,03; MS m/z 531 (M-H) ; IV (NaCl nao diluido) 1735,
1216, 1012 cm .

Composto 91: 1,2-(3-Icosanoiloxipropano)-bis (di-hidrogeno-

fosfato)
Adicionou-se Pd/C a 10% (813 mg) a uma solugao do
composto 83 (711 mg, 0,784 mmol) em EtOH (25 ml). Efectuou-se
a hidrogenacado durante 4 horas a 60 psi. Apds 4 horas

determinou-se por TLC o fim da reacgdo e a mistura reaccional
foi filtrada através de celite e o eluato foi concentrado sob
pressao reduzida, para dar 419 mg (97%) do composto 91 sob a
forma de uma cera branca: 'H RMN (CDs0D) & 0,89 (t, J=6,4 Hz,
3H), 1,28 (s, 32H), 1,58 (m, 2H), 2,24-2,38 (m, 2H), 3,95-4,42
(m, 4H), 4,58 (m, 1H); '°C RMN (CD,OD) & 14,44, 23,74, 25,90,
26,006, 30,16, 30,24, 30,36, 30,48, 30,57, 30,63, 30,067, 30,76,
33,08, 34,81, 35,11, 61,37, 61,98, 66,26, 67,69, 67,77, 77,42,
175,03; MS m/z 545 (M-H) ; IV (NaCl nao diluido) 3418, 1735,
1261, 1019 cm'.

Composto 92: 1,2-(3-Docosanoiloxipropano)-bis (di-hidrogeno-

fosfato)
Adicionou-se Pd/C a 10% (710 mg) a uma solucao do
composto 84 (663 mg, 0,709 mmol) em EtOH (25 ml). Efectuou-se
a hidrogenagcdo durante 4 horas a 60 psi. Apds 4 horas

determinou-se por TLC o fim da reacg¢do e a mistura reaccional
foi filtrada através de celite e o eluato foi concentrado sob
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pressao reduzida, para dar 400 mg (98%) do composto 92 sob a
forma de uma cera branca: '‘H RMN (CD,OD) & 0,89 (t, J=6,3 Hz,
3H), 1,27 (s, 36H), 1,58 (m, 2H), 2,24-2,38 (m, 2H), 3,98-4,42
(m, 4H), 4,59 (m, 1H); '°C RMN (CDCl-/CD-OD) & 13,72, 22,40,
24,71, 28,84, 28,97, 29,08, 29,18, 29,41, 31,65, 34,16, 60,15,
60,99, 62,42, 63,17, 65,16, 65,30, 65,98, 73,24, 173,79; MS
m/z 573 (M-H) ; IV (NaCl n&do diluido) 3431, 1739, 1254,
1177 cm '

Exemplo 10 - Ensaio do odécito de Xenopus

Utilizaram-se od6citos de Xenopus que expressam de forma
enddégena o PLGFR PSP24 para seleccionar os compostos agora
concebidos e sintetizados gquanto a sua actividade inibidora do
LPA.

Os ob6citos foram obtidos de ras adultas Xenopus laevis
anestesiadas com xilazina (Carolina Scientific, Burlington,
NC) em condic¢des assépticas e preparados para a experiéncia. A
camada de células foliculares de odécitos de Fase V-VI foi
removida por tratamento com colagenase tipo A (Boehringer, IN)
a 1,4 mg/ml numa solugcdo de Ringer 2 para ovario isenta de
ca’* ((OR-2) NaCl 82,5 mM, KCl 2 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM,
pH 7,5, com NaOH). Os odécitos foram mantidos em solugao de
Barth numa incubadora entre 17°C-20°C e foram wutilizados
durante 2 a 7 dias apds isolamento.

Os registos electrofisioldégicos foram efectuados
utilizando um amplificador padrao de potencial imposto de dois
eléctrodos gque mantém o potencial da membrana a -60 mV
(GeneClamp 500, Axon Instruments, CA). Os compostos de teste
foram dissolvidos em MeOH, complexados com BSA isento de
dcidos gordos, diluidos com solucdo de Ringer-Na' para ra
(NaCl 120 mM, KC1 2 mM, CaCl, 1,8 mM, HEPES 5 mM, pH 7,0) e
aplicados por super-perfusdo nos odécitos a um caudal de
5 ml/min. As correntes de membrana foram registadas com um
osciloscépio digital NIC-130 (Nicolet, Madison, WI). As
aplicacdes foram efectuadas a intervalos de 15 minutos
(minimo) para permitir a eliminacao apropriada e recuperacao
da dessensibilizacéo.
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As Figuras 21-27 apresentam a inibicg¢do dependente da dose
das correntes de cloreto induzidas pelo LPA, produzida pelos
compostos 56, 57, 66 e 92,

Dos derivados nao fosforilados, o composto 36 foi o melhor
inibidor. Quando o composto 36 foi injectado no interior da
célula para verificar se o0s seus efeitos inibidores eram
consequéncia das suas accdes na superficie da célula ou se a
inibicdo era consequéncia das suas acg¢gdes no interior da
célula, esta aplicagao intracelular do composto 36 nao deu
qualquer informacdo sobre o seu local de accao. Portanto,
abandonando a ideia de compostos com um hidroxilo livre (35-
43), foram sintetizados compostos fosforilados (55-59) para
interagir a nivel da superficie celular e impedir a penetracao
dos compostos na célula.

Os compostos 56, 57, 66 e 92 foram inibidores das
correntes de cloreto induzidas pelo LPA no odécito de Xenopus.
Os compostos 56, 57, 66 e 92 conseguiram bloquear as acc¢des do
LPA de maneira dependente da dose. Além disso, por lavagem do
o6bcito de Xenopus verificou-se uma recuperacdao completa da
resposta ao LPA; esta experiéncia implica que os compostos 56,
57, 66 e 92 conseguiram inibir as correntes de cloreto
induzidas pelo LPA de maneira reversivel. O composto 66, a uma
concentracdao de 5 uM, suprimiu completamente o efeito do LPA
nos odécitos de Xenopus, com uma Clsy; de cerca de 1,2 uM
(Figuras 23 e 24). Além disso, quando se efectuou a micro-
injecgao do composto 66 no interior da célula (seta,
Figura 23B), seguida da aplicacao extracelular de LPA (10 nM),
nao houve inibicdo da resposta ao LPA; esta experiéncia sugere
que as acc¢des inibidoras do composto 66 foram de natureza
extracelular.

Os compostos 35 e 37-43 foram estudados em odécitos de
Xenopus, no entanto o0s resultados nao foram conclusivos. O
composto 55, a uma concentracao de 1 uM, demonstrou uma
ligeira inibigdo (38% para uma concentracao de 2 nM de LPA).
Na série SAP, os compostos 58 e 59 ainda nao foram estudados
no ensaio do odécito de Xenopus. Na série dos bisfosfatos, o
composto 89 inibiu a resposta induzida pelo LPA (59% para uma
concentracdao de 2 nM de LPA). Contudo, isolados, cada um dos
compostos 67 (valor limite ~1 uM), 68 (valor limite ~10 nM) e
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85 (valor limite ~100 nM) conseguiu desencadear uma resposta;
os compostos 86, 87, 88, 90 e 91 ainda tém de ser avaliados. O
composto 56a foi concebido e sintetizado para testar a
importédncia do grupo amino livre. Quando o composto 56a foi
avaliado no ensaio do odécito de Xenopus, 1intensificou a
resposta ao LPA gquando aplicado em associacdo com LPA. O
composto 56a nao desencadeou uma resposta a 2 uM  (néo
apresentado), mas a 10 uM o composto 56a conseguiu desencadear
uma resposta por si mesmo (Figura 26); esta experiéncia sugere
que € necessdrio um grupo amino livre para a actividade
inibidora.

Exemplo 11 - Migragdes de células HEY do ovario

Sabe-se que dois receptores do LPA, o EDG-2 e o EDG-7, séao
expressos nas células HEY do cancro do ovario; portanto, os
compostos 56, 56a e 66 foram avaliados quanto a sua capacidade
para 1inibirem a motilidade <celular induzida pelo LPA
(concentracao dos compostos: 1 uM para 0,1 pM de LPA).

As células do ovario HEY foram mantidas em meio RPMI 1640
com 2 mM de L-glutamina (GIBCO BRL) suplementado com SoOro
bovino fetal a 10% (FBS, Hyclone). Todas as células foram
sincronizadas na fase Gy/G; cultivando-as até a confluéncia
durante 2 dias. As células foram novamente plaqueadas e foram
colhidas para experiéncias quando atingiram uma confluéncia de
cerca de 50 a 60% no frasco de cultura. Apds remogao das
células do frasco, estas foram expostas durante 5 minutos a
EDTA 0,53 mM em PBS a 37°C. O EDTA foi neutralizado com um
volume igual de RPMI 1640 mais 2 mM de L-glutamina e FBS a
10%. As células foram centrifugadas a 800 rpm durante
10 minutos a temperatura ambiente. As células colhidas foram
lavadas duas vezes com RPMI 1640 com 2 mM de L-glutamina e
ressuspensas a uma concentracdo de 1 x 10° células/ml, foram
deixadas depois em repouso durante 1 hora a 37°C.

Utilizou-se um ensaio quantitativo modificado da migracao
celular (N.° Cat. ECM500 da Chemicon, Temecula, CA) para
analisar a motilidade celular. A membrana da camara da
Chemicon foi revestida com fibronectina com poros de 8 micron
de didmetro. Pipetaram-se 400 pl de RPMI/L-glutamina 2 mM sem
inibidores ou com inibidores (1 uM) para a cémara inferior.
Adicionaram-se cerca de 5 x 10° células em RPMI 1640/L-
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glutamina 2 mM na cémara superior. As placas de 24 pogos com
insertos foram incubadas a 37°C durante 4 horas num incubador
com CO, a 5%. No fim da incubacdo as camaras foram removidas
para uma nova placa de 24 pocos e as células da cémara
interior foram removidas esfregando varias vezes com uma
zaragatoa e colocadas na Cell Stain Solution (Solucao de
Coloracdo Celular) preparada durante 30 minutos a temperatura
ambiente. No fim da incubacao, a Cell Stain Solution foi
removida dos pocos. As cadmaras foram lavadas 3 vezes com 1 ml
de PBS por pog¢o. Apds a ultima lavagem com PBS, examinaram-se
as cémaras para confirmar a morfologia correcta das células e
contaram-se as células aderentes utilizando um microscédpio

invertido.

Na Figura 27 apresenta-se um efeito dos compostos agora
sintetizados sobre a migracdo de células HEY de cancro do
ovdrio induzida pelo LPA. O composto 66 inibiu a motilidade
celular induzida pelo LPA em cerca de 70%; contudo, o}
composto 55 (ligeiramente) e o composto 56a potenciaram a
motilidade celular induzida pelo LPA.

Exemplo 12 - Citotoxicidade dos compostos

Im et al. (2000) e dados obtidos por RT-PCR demonstraram a
presenca de PLGFR nas linhas celulares DU-145, PC-3 e LNCaP de
cancro da proéstata. Devido a prometedora actividade inibidora
em obécitos de Xenopus e no ensaio da motilidade celular,
examinaram-se os efeitos inibidores do crescimento de varios
compostos nas linhas celulares DU-145, PC-3 e LNCaP do cancro
da préstata.

As células DU-145, PC-3 e LNCaP foram propagadas em
frascos de cultura de 150 cm® contendo RPMI-1640 ou meio de
Eagle modificado por Dulbecco suplementado com soro bovino
fetal (FBS) a 10%. As células foram removidas de frascos de
culturas mde utilizando tripsina e foram centrifugadas,
ressuspensas em meios frescos e plaqueadas a uma densidade de
aproximadamente 2000 células/pogo em placas de cultura com
96 pocos. As concentracdes finais dos farmacos variaram entre
0,05 e 10 ou 50 uM. Efectuaram-se simultaneamente experiéncias
de controlo sem adigdo de féarmaco (controlo negativo) e com
adicdo de 5-fluorouracilo (controlo positivo). 0Os meios foram
removidos e substituidos ao fim de 48 horas para minimizar os
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efeitos da degradacgao do farmaco com O decorrer da
experiéncia. Apds 96 horas de exposicao ao féarmaco as células
foram fixadas por adicgdo de &cido tricloroacético (TCA) frio a
50% e incubacdo a 4°C durante 1 hora. As células fixadas foram
coradas com sulforodamina B (SRB) e o numero de células foi
determinado por comparacdo da absorvadncia a 540 nm com uma
curva padrdo do numero de células em funcdo da absorvéancia. As
experiéncias foram realizadas em duplicado. Tragou-se um
grafico do numero de células expresso como percentagem do
controlo (pog¢os nao tratados) em fungao da concentracao do
farmaco e da concentracdo que inibiu o crescimento celular em
50% (CIsp) determinada por regressadao nao linear (WinNonLin,
Pharsight Corporation).

Os estudos de citotoxicidade realizados nas linhas
celulares DU-145, PC-3 e LNCaP do cancro da prostata,
juntamente com o0s compostos de referéncia 5SF-uracilo, LPA
(18:1), SPH (13:0), SPP (13:0) e &acido N-palmitoil-L-serina-
fosfdérico (15:0) sao apresentados na Tabela 3 seguinte.
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Tabela 3: Citotoxicidade de compostos sintetizados em linhas
celulares do cancro da préstata

Composto CIso £ EPM (uM)*

DU145 PC-3 LNCaP
Fluorouracilo 6,8+3,3 10,2+4,1 2,8+1,6
LPA (18:1) AF 28,5+6,3 AF
SPP (13:0) >10 AF NA
SPH (13:0) 13,9+1,1 11, 7+2, 3 5,7+2,1
N-palmitoil-L- AF AF AF
serina (15:0)
27 19, 7+6,0 AF 10,9+2,7
38 38,948, 9 ? ?
51 8,1+1,3 25,443,606 19,9+06, 4
55 24,9+4,1 31,6%£9,0 4,9+2,6
56 2,3x1,2 0,7+0,1 13,5+4,7
56a 0,7+0,1 AF 30,3+£7,9
57 9,1+0,8 AF 10,7+x2,1
66 NA NA 3,1+3,2
67 AF AF 25,2+%12,3
68 AF AF 29,3+£21,7
85 NA NA 11,6+10,3
86 NA NA ?
87 NA NA AF
88 NA NA
89 AF NA 7
920 >50 AF AF
91 42,2+1,9 AF AF
922 AF AF AF

z

Tragou-se o grdfico do numero de células expresso como percentagem
do controlo (pogos ndo tratados) em funcdo da concentracadao do
fdrmaco e da concentragdo que inibiu o crescimento celular em 50%
(ICsy) determinada por regressdo nao linear (WinNonLin, Pharsight
Corporation).

AF = Actividade fraca; NA = Nenhuma actividade; ? = A inibicéao
maxima foi 50%.

Os compostos 55, 56, 56a, 66 e 85 apresentaram uma gama de
actividades inibidoras do crescimento. O composto 56 foi um
inibidor mais potente do crescimento celular de DU-145 e de
PC-3 do que o 5-fluorouracilo. E interessante observar que o
composto 56a inibiu selectivamente o crescimento das células
DU-145, mas foi potente PC-3; o
composto 55 foi um inibidor mais potente do crescimento das
células LNCaP do que das células DU-145 e PC-3. O composto 66

menos contra as células

inibiu selectivamente o crescimento das células LNCaP, mas nao
mostrou qualgquer actividade sobre as células PC-3 e LNCaP. O
composto 85 foi o mais activo dos bisfosfatos (sn-1 acilo).
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Discussao dos Exemplos 1-12

Foram especificamente sintetizados e analisados trés
conjuntos de compostos (35-43, 55-59, 66-68 e 85-92). O
primeiro e o segundo conjuntos dizem respeito a amalgamacao
dos inibidores enddgenos SPH e SPP com o inibidor sintético
acido N-palmitoil-L-serina-fosférico, enquanto a terceira
série envolve os bisfosfatos. 0Os compostos 56, 57, 66 e 92
foram inibidores das correntes de cloreto induzidas pelo LPA
no ensaio do odécito de Xenopus. Os bisfosfatos com cadeia mais
curta na posigao (sn-1) também conseguiram produzir correntes
de cloreto em odcitos de Xenopus [67 (valor limite ~1 uM), 68
(valor limite ~10 nM) e 85 (valor limite ~100 nM).
Demonstrou-se que o composto 66 inibe a motilidade celular
induzida pelo LPA nas linhas celulares HEY do cancro do
ovdrio. Ao avaliarem-se os efeitos inibidores do crescimento
dos compostos sintetizados acima sobre as linhas celulares
DU-145, PC-3 e LNCaP do cancro da prdstata, encontraram-se
trés compostos altamente potentes e selectivos (56, 56a e 66).

Os dados acima (Tabela 3) sugerem que (i) os compostos gque
contém um &lcool sem fosfato sdo menos activos (27 vs. 56),
(ii) os compostos com a porcgao fosfato protegida sao menos
activos (51 vs. 56), (iii) a alguilacdao da amina nao reduz a
actividade (56a), (iv) o bisfosfato mais potente tem uma
ligagao éter na posigao sn-1, (v) a diminuicgdo do comprimento
da cadeia na série SAP (55 vs. 56) diminuiu a poténcia em
relacdo as células DU-145 e PC-3 (contudo, foi mais potente
contra as células LNCaP), (vi) ao diminuir o comprimento da
cadeia nos compostos bisfosfato (sn-1 alquilo) a poténcia
diminuiu, embora se mantivesse a selectividade para com as
células LNCaP e (vii) a substituicdo na posicédo sn-1 (acilo
vs. algquilo) ndo aumentou a poténcia. O local alvo para estas
moléculas é provavelmente na membrana celular (por exemplo, um
receptor que abrange toda a membrana) dado gque €& pouco
provavel que 0s derivados fosfato polares atravessem
facilmente a membrana celular (embora haja a possibilidade de
existir um sistema de transporte activo). Estes resultados
sugerem gue diferencas nos PLGFR ou episddios de transducgao de
sinal a jusante, podem desempenhar um papel significativo nas
propriedades inibidoras do crescimento destes compostos em
células do cancro prostéatico.
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Exemplo 13 - Preparagdo e caracterizagdo de linhas celulares
estdveis que expressam Edg-2, Edg-4 e Edg-7

Para tentar desenvolver antagonistas selectivos dos
receptores Edg-2, Edg-4 e Edg-7, estabeleceu-se em primeiro
lugar um sistema para seleccdo de compostos potenciais.
Escolheram-se as células RH7777 como sistema modelo, dado
terem sido descritas como ndao respondendo ao LPA em diversos
ensaios celulares e ter-se verificado que eram desprovidas de
ARNm para qualquer dos receptores Edg conhecidos (Fukushima et
al., 1998) . Estabeleceram-se em células RH7777 linhas
celulares estdveis transfectadas com os receptores EDG, assim
como linhas celulares de controlo transfectadas com vector

vazio.

Os clones resultantes foram rastreados por monitorizacéo
de transientes intracelulares de Ca’’ e por RT-PCR. Este
processo de seleccao levou a identificacdo de pelo menos trés
linhas celulares positivas expressando Edg-2 e Edg-7, embora
ndo se pudessem 1identificar 1linhas celulares expressando
Edg-4. Verificou-se também que as células transfectadas com
vector nédo respondiam ao LPA. Embora nao se tenham isolado
clones estaveis expressando Edg-4, a expressdo transitdéria de
Edg-4 resultou na activacao mediada pelo LPA de transientes
intracelulares de Ca“’’, demonstrando que a construgao era
funcionalmente activa nestas células. A linha celular estavel
expressando Edg-4 utilizada nestas experiéncias foi isolada e
caracterizada por Im et al., qgque amavelmente nos cederam o
mesmo clone (Im et al., 2000).

As linhas celulares foram posteriormente caracterizadas
para tentar identificar um ensaio adequado para o rastreio de
antagonistas potenciais. A activacdo desencadeada pelo LPA de
ERK 1/2 foi observada em células que expressavam Edg-2 e, de
forma transitéria, Edg-4, enquanto que o ERK 1/2 nao foi
activado em células que expressavam Edg-7. 0O LPA produziu
transientes de Ca’? em todas as linhas celulares estdveis que
expressavam Edg-2, Edg-4 e Edg-7. As curvas da relacao dose-
resposta revelaram valores de CEso de 378 £ 53, 998 %67 e
214 +26 nM para as células expressando respectivamente Edg-2,
Edg-4 e Edg-7 (Figuras 28A-C). Como o valor de CEso
determinado no clone estavel de Edg-4 foi diferente do valor
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anteriormente comunicado, também fol definida uma curva da
relacao dose-resposta para células que expressam
transitoriamente Edg-4 (Figura 28B, An et al., 1998a; An et
al., 1998b) que originou um valor de CEsg de 186+39.

A capacidade do LPA de estimular a sintese do ADN nas
linhas celulares estdveis foi examinada por medicgdo da
incorporacdo de “H-timidina. Nem o tipo selvagem nem as
células RH7777 transfectadas com vector apresentaram um
aumento de incorporacdo de °H-timidina apds incubacdo durante
24 horas com 10 uM de LPA, o qgue contraria uma comunicacao
anterior de que o LPA é mitogénico nestas células. As células
que expressam Edg-2 apresentaram um aumento da incorporagao de
H-timidina de 1,8 vezes, enquanto as células que expressam
Edg-4 e Edg-7 nao apresentaram um aumento da incorporacgao de
’H-timidina, em comparacdo com as células de controlo.

Exemplo 14 - Actividade de fosfatidatos de cadeia curta nos
receptores Edg-2 e Edg-7

Como os transientes de Ca’" foram desencadeados nas trés
linhas celulares estdavels que expressam Edg-2, Edg-4 e Edg-7
(Figuras 28A-C), este ensaio foi utilizado para a seleccao de
antagonistas potenciais. Para tentar identificar antagonistas
selectivos para os membros activados pelo LPA da familia de
receptores Edg, Edg-2, Edg-4 e Edg-7, basedmo-nos nas
caracteristicas estruturais do farmacdéforo LPA como ponto de
partida. O LPA de cadeia curta (8:0) ou uma mistura de LPA
(8:0) e LPA (18:1) foram avaliados como inibidores de Edg-2,
Edg-4 ou Edg-7. Quando as células foram provocadas com a
mistura de LPA 8:0 e LPA 18:1, as respostas de Ca?" nao se
efectuaram em nenhuma das trés linhas celulares estaveis (ver
as Figuras 30A-C, 31A-C e 32A-B). O LPA 8:0 sozinho nao foi
capaz de provocar respostas de Ca’" em nenhuma das células, em
concentracdes tao elevadas como 10 uM.

Com base nestes resultados, o0s reqgquerentes puseram a
hipdétese de que uma modificagdao do farmacdédforo LPA que
restringia estereoquimicamente a mobilidade da cadeia de acido
gordo, podia também afectar as suas propriedades de ligando.
Por esta razdo, compostos com um segundo acido gordo de cadeia
curta na posicdo sn-2 também foram analisados. Estes
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fosfatidatos de cadeia curta possuem maior hidrofobicidade do
que o LPA de cadeia curta correspondente, 0 que pode
restringir a sua interaccdo com a bolsa de ligacadao ao ligando
do receptor.

O &cido fosfatidico (PA) e o diacilglicerol-pirofosfato
(DGPP) sédo lipidos de ocorréncia natural que partilham algumas
das principais propriedades quimicas com o farmacdéforo LPA,
possuindo um ou mais grupos fosfato idnico e cadeias de &cidos
gordos. Nenhum deles ¢é agonista dos receptores Edg (ver
abaixo). Tendo em atencao esta semelhanca, foram preparados
DGPP de cadeia curta e avaliados como inibidores de Edg-2,
Edg-4 e Edg-7. As Figuras 29A-D mostram o efeito de um excesso
10 vezes maior de DGPP (8:0) nas respostas de Ca’’ produzidas
pelo LPA nas linhas celulares estdveis. As respostas de Ca®’
em células que expressam Edg-2 foram inibidas aproximadamente
50% (Figura 29A7A), enguanto as respostas nas células gue
expressam Edg-7 foram completamente suprimidas (Figura 29C).
Pelo contrdario, as respostas de ca’t em células que expressam
Edg-4 ndo foram afectadas pelo DGPP 8:0 (Figura 29B). Devido a
discrepancia nos valores de CEsy para as expressdes estavel e
transitdéria de Edg-4 (Figura 29B), o DGPP 8:0 foi similarmente
estudado em células que foram transfectadas de forma
transitdéria com Edg-4. As respostas de Ca%, em concordancia
com o0s resultados das experiéncias em células estdveis, néo
foram afectadas pelo DGPP 8:0 em células que expressam Edg-4
transitoriamente (Figura 29D) . Obtiveram-se observacdes
semelhantes com PA 8:0 em cada um dos ensaios acima descritos
para o DGPP 8:0 (ver abaixo).

Determinaram-se curvas de inibicdo em células que
expressam Edg-2 e Edg-7 utilizando concentragdes crescentes de
DGPP 8:0, mantendo-se a concentracao de LPA constante na CEsg
respeitante ao receptor estudado. Determinaram-se valores de
CIsy de 285 #28 nM para Edg-7 (Figura 30A) e 11,0 = 0,68 uM
para Edg-2 (Figura 31A) a partir das curvas. Utilizando uma
quantidade constante de DGPP 8:0 préximo do valor da Clsg
(250 nM para Edg-7, 3 uM para Edg-2), as curvas da relacao
dose-resposta para Edg-7 (Figura 30B) e Edg-2 (Figura 31B)
sofreram um desvio para a direita, indicando um mecanismo de
inibigcdo competitivo.
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Com o objectivo de definir melhor a relacdo actividade-
estrutura do DGPP, estudaram-se as espécies de cadeia curta
(8:0) e de cadeia longa (18:1) de LPA, DGPP; PA e DAG nas
linhas celulares que expressam Edg-2 e Edg-7. A Figura 30C
apresenta o efeito destes lipidos nas respostas de Ca’’ em
células que expressam Edg-7 gquando expostas a uma associacéo
de LPA 18:1 com cada um destes 1lipidos. Para estas
experiéncias escolheu-se a concentracdo de LPA préxima de
CEso, engquanto os 1lipidos de teste foram aplicados a uma
concentracdo igual a da CIso de DGPP 8:0. O LPA 8:0 nao teve
qualquer efeito sobre Edg-7, enquanto que tanto o DGPP 8:0
como o PA 8:0 inibiram significativamente as respostas de
Ca%, respectivamente em 50% e 56%. Em contraste, o DAG 8:0
aumentou significativamente as respostas de Ca®. Quando se
aumentou o comprimento da cadeia de DGPP e de PA para 18:1,
estes andlogos ja ndo foram inibidores de Edg-7 (Figura 30C).
Analogamente, o DAG 18:1 nédo teve um efeito inibidor sobre
Edg-7.

Estudou-se o mesmo conjunto de lipidos em células que
expressam Edg-2 (Figura 31C). Os andlogos de cadeia de octilo
de DGPP, PA e DAG, guando utilizados na concentracao de 10 uM,
diminuiram as respostas respectivamente para 50%, 19% e 64% do
controlo. Quando se aumentou o comprimento da cadeia para
18:1, o DGPP e o DAG deixaram de ter um efeito i1inibidor,
enquanto o PA 18:1 manteve um efeito inibidor modesto,
diminuindo a resposta de Ca? em 18%. O painel de 1lipidos
também foi estudado em células que expressam Edg-4
(Figuras 32A-B). Quando estes lipidos foram analisados na
linha celular estédvel que expressa Edg-4, nenhum dos lipidos
de cadeia curta ou de cadeia 1longa teve efeito inibidor,
enquanto que tanto o PA 8:0 como o PA 18:1 aumentaram
significativamente as respostas de Ca?’, respectivamente para
162% e 137% do controlo. Para confirmar os resultados obtidos
com o clone estdavel, estudou-se o painel de lipidos em células
que expressam transitoriamente Edg-4 (Figura 32B). Mais uma
vez, nenhuma das espécies de cadeia curta ou de cadeia longa
de DGPP ou PA tiveram um efeito inibidor na resposta de Ca®’,
em conformidade com os resultados obtidos com a linha celular
estdvel. Em contraste com o clone que expressa Edg-4 de forma
estdvel, nenhum dos andlogos de PA aumentou a resposta de ca®t
em células com expressao transitdria de Edg-4. Nenhuma das
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espécies de PA, quando aplicada sozinha em concentracdes até
10 uM, desencadeou uma resposta em células gque expressam Edg-4
de forma estavel ou transitdria.

Também se examinou o efeito do DGPP 8:0 em células que
expressam de forma enddgena os receptores de LPA. Verificou-se
que o DGPP 8:0 inibe as correntes de Cl no sentido da entrada
mediadas por Ca’’ desencadeadas pelo LPA em odécitos de Xenopus
com uma CIsp de 96 + 21 nM (Figura 33A). Na presenca de uma
concentracadao de 200 nM de DGPP 8:0, a curva da relacao dose-
resposta de LPA 18:1 foi desviada para a direita, indicando um
mecanismo de acgao competitivo, como o detectado nos clones de
Edg-2 e Edg-7 (Figura 33B). Com o objectivo de examinar se o
DGPP 8:0 actua através de um mecanismo intracelular ou
extracelular, 1injectou-se intracelularmente DGPP 8:0 e o
o6bcito foili exposto a LPA 18:1. A Figura 32C mostra que, apds a
injecgdo intracelular de DGPP 8:0 que se estimou atingir uma
concentracao >300 nM, a aplicacadao extracelular de 5 nM de LPA
18:1 desencadeou uma resposta de grandeza igual a do controlo.
Em comparacgao, a resposta desencadeada normalmente pelo LPA
18:1 foi completamente inibida gquando se aplicou DGPP 8:0 por
via extracelular (Figura 33C). O efeito inibidor de DGPP 8:0
foi reversivel, dado que apds uma lavagem de 10 minutos a
resposta recuperou para o nivel de controlo (Figura 33C).

Para demonstrar a especificidade de DGPP 8:0 para o0s
receptores de LPA expressos no odcito, induziu-se a expressao
de receptores de neurotransmissores por injeccgdo de poliA+ARNm
de cérebro de rato. Isto resultou na expressao dos receptores
acoplados a proteina G para a serotonina e a acetilcolina, que
nao sao exXpressos em odbcitos nao injectados. Estes
neurotransmissores activam a mesma via de sinalizacdao de
inositol trisfosfato-Ca?" que é activada pelo LPA (Tigyi et
al. 1990). Nestes odcitos o DGPP 8:00 nao inibiu as respostas
desencadeadas pela serotonina ou pelo carbacol, demonstrando a
especificidade de DGPP 8:00 para os receptores do LPA. O
PA 8:0, guando utilizado em concentrac¢des semelhantes, também
foi eficaz para inibir as respostas desencadeadas pelo LPA nos
ob6bcitos.

O efeito do DGPP 8:0 nas respostas desencadeadas pelo LPA
também foi examinado em sistemas de mamiferos que expressam de
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forma endbégena os receptores de LPA. As células NIH3T3 foram
analisadas por RT-PCR quanto &a presenca de ARNm para oS
receptores Edg e PSP24. A Figura 34A mostra que se detectaram
transcritos de ARNm para Edg-2, Edg-5 e PSP-24 em células
NIH3T3. Para demonstrar a especificidade do DGPP 8:0 para
inibicdo das respostas de Ca’’ desencadeadas pelo LPA, mas nao
das desencadeadas por S1P, expuseram-se células NIH3T3 a
100 nM de LPA ou S1P na presenca de 10 uM de DGPP 8:0. Como
mostrado na Figura 34B, o DGPP 8:0 inibiu significativamente
as respostas de Ca’’ desencadeadas pelo LPA, enquanto dque a
resposta desencadeadas por S1P nao foi afectada.

Demonstrou-se que o LPA é produzido no cancro do ovario
onde desempenha um papel (Xu et al., 1995a). Portanto, o DGPP
8:0 também foi estudado em células HEY do cancro do ovario
para determinar se tinha algum efeito num alvo com relevéancia
terapéutica. A Figura 34D mostra que o DGPP 8:0 inibiu a
resposta de ca’’ desencadeada pelo LPA para 12% do controlo,
enquanto que © DGPP 18:1 nao teve qualquer efeito.
Analogamente, o PA 8:0 inibiu a resposta de Ca’’ para 6% do
controlo, enquanto que o PA 18:1 nao teve qualquer efeito. As
células HEY expressam transcritos de ARNm para o0s receptores
Edg-1, Edg-2, Edg-5 e Edg-7 (Figura 34C).

Exemplo 15 - Inibigdo da proliferagdo de células NIH3T3

O efeito distintivo de um factor de crescimento € a sua
capacidade para desencadear a proliferacdao celular. Como se
demonstrou que o LPA estimula a proliferacdo de varios tipos
celulares diferentes (Goetzi et al., 2000), examinou-se a
capacidade do DGPP 8:0 para inibir a proliferacdo celular em
células NIH3T3. A Figura 35 mostra que o DGPP 8:0 inibiu
significativamente a proliferacao das células NIH3T3 induzida
pelo LPA, diminuindo o numero de células para os niveis do
controlo, enquanto que nao teve efeito nas células de controlo
tratadas com solvente. Com o objectivo de definir a relacao
estrutura-actividade para o efeito inibidor do DGPP 8:0
incluiram-se no ensaio espécies de cadeia curta e de cadeia
longa do DGPP, PA e DAG. Como mostrado na Figura 35, nenhum
dos lipidos incluidos no painel de teste teve um efeito
inibidor ou estimulador significativo nas células de controlo
tratadas com solvente. Apenas o DGPP 8:0 inibiu a proliferacao
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induzida pelo LPA. Nem o DGPP 18:1 nem o0s PA e DAG de cadeia
longa e curta tiveram qualquer efeito na proliferacdo induzida
pelo LPA. E interessante observar que neste ensaio o PA 8:0

ndo teve inibigdo significativa.

Discussdo dos Exemplos 13-15

As células RH7777 foram utilizadas para a expressao
heterdloga dos receptores Edg-2, Edg-4 e Edg-7 para
seleccionar antagonistas potenciais. Com base no nosso modelo
computacional anterior dos receptores Edg (Parrill et al.
2000) e nos dados disponiveis sobre estrutura-actividade
(Jalink et al., 1995), 0s resultados experimentais
supracitados indicam que o fosfatidato de cadeia curta DGPP
8:0 é um antagonista selectivo e competitivo de Edg-7, com um
valor CIsp de 285 + 28 nM. Verificou-se que a mesma molécula é

I+

um inibidor fraco do Edg-2, com um valor de CIspy de 11,0
0,68 pM, ao passo que nao inibiu o Edg-4. O DGPP 8:0 inibiu a
resposta enddgena do LPA em odcitos de Xenopus com um valor de
Clso de 96 £ 21 nM. O PA 8:0 apresentou propriedades
inibidoras semelhantes. Portanto, estes fosfatidatos de cadeia
curta mostram uma selectividade 40 a 100 vezes maior para o
Edg-7 em relacao ao Edg-2.

Os resultados anteriores obtidos com os fosfatidatos de
cadeia curta confirmam os de Bandoh et al. (2000), que
demonstraram que o LPA com uma cadeia acilo igual ou inferior
a doze carbonos nao desencadeia respostas em células de
insecto que expressam Edg-2, Edg-4 ou Edg-7. Como se
demonstrou acima, o LPA 8:0 ndo foi agonista nem antagonista
de Edg-2, Edg-4 ou Edg-7 num sistema de expressao de mamifero.
0O Edg-7 tem uma preferéncia 10 vezes maior para o LPA com a
cadeia de &acido gordo esterificada em sn-2, em comparagaoc com
a posicdo sn-1 (Bandoh et al., 2000). Portanto, a disténcia da
cadeia de hidrocarboneto em relacdo a porcado fosfato néo
suprime a ligacdo ao receptor e a activacado deste ultimo. O
Edg-7 também mostra uma preferéncia pelos 4&cidos gordos
insaturados de cadeia longa em relacdo as suas contrapartidas
saturadas. A presenca de uma ligagcao éter ou de uma cadeia
lateral de éter vinilico também diminuiu a CEsy em duas ordens
de grandeza (Bandoh et al., 2000). Além disso, existe um
comprimento 6ptimo da cadeia de hidrocarboneto de 18 carbonos,
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enquanto que os andlogos com 20 carbonos foram agonistas mais
fracos. Estas propriedades farmacoldgicas de Edg-7 sugerem que
a activacao do receptor depende do comprimento da cadeia,
assim como da flexibilidade da cadeia lateral (ligacdo éster
vs. éter).

O modelo computacional do receptor Edg-1 identificou trés
residuos carregados que sdo necessarios para a ligacdo ao
ligando. Um destes residuos, a arginina 120, gue se prevé
interagir com o grupo fosfato, ¢é conservado em todos os
membros da familia Edg. O segundo residuo, a arginina 292,
ocorre numa posic¢do na qual todos os membros da familia Edg,
com excepcao do Edg-8, possuem um residuo catidnico préximo. O
terceiro residuo, o glutamato 121, nao € conservado entre os
receptores Edg especificos do LPA, com uma glutamina no local
correspondente em Edg-2, Edg-4 e Edg-7. Prevé-se dJue este
residuo de glutamina véa& interagir com a porg¢do hidroxilo do
LPA. A substituicadao deste residuo pela alanina produziu uma
perda da ligagcdo ao ligando e da activagcdo do receptor,
sugerindo que € necessaria a interacgdo idnica entre as
porgdes carregadas do farmacéforo PLGF e estes trés residuos
para a ligagdao ao ligando em Edg-1 (Parrill et al., 2000).
Além disso, a 1interacgcao entre o receptor e a cadeia de
hidrocarboneto propriamente dita nao foi suficiente para a
ligagdao ao ligando e a sua activagado (Parrill et al., 2000).
Portanto, colocou-se a hipdtese de que € necessdria uma
combinacdo de 1interaccgdes que englobam a ancora idnica e a
cauda hidrdéfoba para activacdo do agonista. Os resultados
supracitados apoiam esta hipdtese, demonstrando que o LPA 8:0
de cadeia curta nao conseguiu activar Edg-2, Edg-4 ou Edg-7,
realgando a importédncia da interacgdo entre a cauda hidrdéfoba
e a bolsa de 1ligacdo ao ligando. Em consequéncia, o0s
requerentes designaram a cauda hidrdéfoba como a regiao "de
comutacdo" (switch) do farmacdforo PLGF. Devido a tolerancia
relativa das substituicbées sn-1 e sn-2 dos 4&acidos gordos
demonstrada por estes receptores, (oF] requerentes
concentraram—-se nos fosfatidatos de cadeia curta, dgque se
julgou né&do conseguirem activar os receptores devido as suas
cadeias de hidrocarboneto truncadas. A mobilidade estrutural
das cadeias de acilo nos fosfatidatos também é limitada pela
porcdo adjacente de 4dcido gordo. O0Os reguerentes também
exploraram os efeitos de uma porcao pirofosfato, gque nao
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altera o cardacter carregada negativamente da regido de
ancoragem mas que, pelo contrario, aumenta a carga.

Este desenho conceptual de farmacos foi testado em linhas
celulares clonais que expressam 0s receptores Edg-2, Edg-4 e
Edg-7. Verificou-se que as propriedades farmacoldgicas de DGPP
8:0 e de PA 8:0 eram dramaticamente diferentes nos trés
receptores. As duas moléculas foram eficazes para inibirem o
Edg-7, mas foram menos eficazes em mais de uma ordem de
grandeza para o Edg-2. Nenhuma molécula teve eficdcia no
Edg-4. Também se verificou que o DGPP 8:0 foi um inibidor
competitivo do Edg-2 e do Edg-7, desviando as curvas da
relacao dose-resposta para a direita com  um aumento
subsequente dos valores de CEsy do LPA nos dols receptores. A
auséncia de actividade agonista nas espécies correspondentes
de cadeia longa do PA e do DGPP faz realcar as restricgdes que
predominam na bolsa de ligacgdo. A importéncia da &ncora idnica
na unido do ligando na bolsa de ligacdo ¢é apoiada pela
auséncia de inibicao demonstrada pelo DAG 8:0, embora oS seus
efeitos celulares sejam provavelmente confundidos com as suas
accdes intracelulares noutros alvos moleculares, como a PKC.

Tanto o PA como o DGPP sao fosfolipidos de ocorréncia
natural. O DGPP (8:0) foi descoberto em 1993 em plantas como
um novo lipido e €& um produto da fosforilacdo do PA pela
fosfatidato—-cinase (Wissing e Behrbohm, 1993; Munnik et al.,
1996). O DGPP foi identificado em Dbactérias, leveduras e
plantas, mas nao em células de mamifero. Estudos recentes
revelaram que o DGPP activa os macréfagos e estimula a
producao de prostaglandinas através da activacao da
fosfolipase A, citosdélica, sugerindo um papel para o DGPP na
resposta inflamatdéria (Balboa et al., 1999; Balsinde et al.,
2000). Estes autores puseram de parte a possibilidade de que
estes efeitos fossem mediados através dos receptores do LPA.
Os resultados anteriores com os andlogos de cadeia longa do
DGPP e do PA confirmaram esta nocado, dado que estes compostos
nao possuiam propriedades agonistas nas linhas celulares que
expressam os receptores Edg em concentracgdes até 10 uM.

O efeito dos fosfatidatos de cadeia curta também foi
examinado nos receptores do LPA expressos de forma enddgena em
trés tipos de células diferentes. Verificou-se que o DGPP 8:0
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e o PA 8:0 foram inibidores eficazes das correntes de Cl1°
desencadeadas pelo LPA em odécitos de Xenopus. Com o objectivo
de determinar o local de acgdo, o DGPP 8:0 foi injectado em
obcitos seguido da aplicacdo extracelular de LPA. O DGPP 8:0
apenas foi eficaz na inibicao das correntes de Cl
desencadeadas pelo LPA  guando foi aplicado por via
extracelular, demonstrando que exerce o seu efeito antagonista
na superficie da célula. A especificidade de DGPP 8:0 para os
receptores do LPA foi demonstrada em odcitos e em células
NIH3T3. Nestas células, o DGPP 8:0 apenas fol eficaz para
inibir as respostas de Ca’’ desencadeadas pelo LPA e ndo as
respostas desencadeadas pelo S1P, acetilcolina ou serotonina.

A andlise por RT-PCR revelou que sbé o receptor Edg-2 &€
expresso em células NIH3T3 e nao os receptores Edg-4 e Edg-7.
Nas células NIH3T3, um excesso de 100 vezes de DGPP 8:0 so
inibiu as respostas de Ca’’ em 40%. Este grau de inibicdo é
equivalente ao que foli observado na linha celular estavel que
expressa Edg-2, na qual também foi um inibidor fraco. Quando
se avaliaram o DGPP e o PA de cadeia curta em células HEY do
cancro do ovario, em quantidade 10 vezes superior a de LPA,
ambos foram inibidores eficazes, enquanto qgue nenhuma das
moléculas de cadeia longa teve qualquer efeito. A RT-PCR
revelou que em células HEY o ARNm predominante foi para o
Edg-7, enquanto que sé se detectou um vestigio de ARNm para o
Edg-2. Este grau de inibicdo ¢é equivalente ao que foi
observado na linha celular estdavel que expressa Edg-7, em que
tanto o DGPP 8:0 como o PA 8:0 foram inibidores eficazes.

Os dois fosfatidatos de cadeia <curta foram avaliados
quanto a sua capacidade para Dbloquear a proliferacdo das
células NIH3T3 induzida pelo LPA. O DGPP 8:0 inibiu
eficazmente a proliferacao induzida pelo LPA, enquanto que o
DGPP de cadeia longa néo o fez. Embora o PA 8:0 fosse eficaz
para inibir as respostas de Ca’’, ndo foi eficaz para inibir a
proliferacdo celular. Estes resultados estdao de acordo com uma
comunicacdo anterior que cita gque o PA (12:0) nado inibiu o
efeito mitogénico do PA 18:1 (van Corven et al., 1992). A
estabilidade das moléculas em ensaios prolongados constitui um
problema dado que as fosfatases lipidicas podem inactivar o
antagonista. O facto de que o PA e o DAG néao conseguiram
inibir a proliferacado sugere que o DGPP 8:0 é provavelmente o
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mais estdvel para o periodo de duracdo deste ensaio. A
estabilidade do DGPP também foi demonstrada por Balboa et al.
(1999), que comunicaram que o DGPP nao foi metabolizado

durante o decorrer das suas experiéncias.

O DGPP 8:0 proporciona uma nova ferramenta importante para
a drea que estd a ser estudada, ndo sé dos receptores Edg mas
também de outros receptores dos PLGF. O conceito de uma &ancora
i6énica e de uma regidao de comutacgdao hidrdéfoba do farmacdforo
PLGF, que teve origem em modelos computacionais da familia dos
Edg, deve auxiliar a concepcdo e sintese de novos inibidores.

Exemplo 16 - Sintese de fosfatos intermedidrios de cadeia
linear 101-105

Composto 101: Ester dibenzilbutilico do &cido fosférico

Dissolveram-se 74 mg (1,00 mmol) de n-butanol anidro e
365 mg (5,17 mmol) de 1H-tetrazole em 34 ml de cloreto de
metileno anidro num Dbaldo de fundo redondo de 100 ml.
Adicionou-se com  uma seringa uma solucao de 0,895 g
(2,58 mmol) de dibenzil-N,N-diisopropil-fosforamidito em 5 ml
de cloreto de metileno anidro em atmosfera de 4&rgon, com
agitacdo. A mistura reaccional foi agitada a temperatura
ambiente durante 2 horas. A mistura reaccional foi depois
arrefecida num banho de 4&lcool isopropilico/neve carbdnica
a -38°C. Adicionou-se gota a gota através de um funil de
adicdo, 0,815 g (3,43 mmol) de &cido peracético a 32% em 28 ml
de cloreto de metileno anidro. Apds a adigao, a temperatura da
mistura reaccional foi aumentada para ~0°C com um banho de
gelo. A mistura reaccional foi agitada no banho de gelo
durante 1 hora. A mistura reaccional foi transferida para um
funil de separacdo e diluida com 200 ml de cloreto de
metileno. A camada orgénica foi lavada com metabissulfito de
sédio a 10% (2 x 40 ml), bicarbonato de sdédio saturado (2 x
40 ml), agua (30 ml) e salmoura (40 ml). A camada orgédnica foi
seca com sulfato de sdédio anidro, filtrada e concentrada sob
vdcuo até a secura. O produto bruto foi depois purificado por
cromatografia com silica-gel wutilizando como eluente uma
mistura 1:1 de hexanos/acetato de etilo, para dar o composto
101 (309 mg que continham uma ligeira gquantidade de impurezas
resultantes do excesso de reagente de fosforilacdo) sob a
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forma de um 6leo limpido: 'H RMN (CDCls) 0,88 (t, J=7,2 Hz,
34, CHs), 1,34 (sexteto, J=7,2 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CH3;), 1,59
(quinteto, J=6,6 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CHs), 3,99 (dt, J=6,6 Hz,
6,6 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CHs;), 5,02 (d, J=1,8 Hz, 2H, OCH,Ar),
5,05 (d, J=2,1 Hz, 2H, OCH,Ar), 7,35 (sl,10H, 2 x ArH); "°C RMN
(CDC1s) 13,55, 18,60, 32,16 (d, Je,e = 6,8 Hz), 67,72 (d, Jc,p =

6,1 Hz), 69,13 (d, Jc» = 5,5 Hz), 127,90, 128,47, 128,55,
136,00 (d, Jcp = 6,8 Hz); °'P RMN (CDCls) 16,84; MS (modo
positivo): [M + “’Na] para m/z 357,3.

Composto 102: Ester dibenziloctilico do &cido fosfdérico

Utilizaram-se 130 mg (1,00 mmol) de n-octanol anidro e
realizou-se um procedimento andlogo ao do composto 101. O
produto bruto foi depois purificado por cromatografia em
silica-gel utilizando como eluente uma mistura 7:3 de
hexanos/acetato de etilo, para dar o composto 102 (351 mg,
90%) sob a forma de um d6leo limpido. 'H RMN (CDCls) 0,88 (t,
J=6,9 Hz, 3H, CHs), 1,24 (sl, 10H, OCH,CH,(CH;)sCHs), 1,60
(quinteto, J=6,9 Hz, Z2H, OCH;CH;(CH:)sCHs), 3,98 (dt, J=6,6 Hz,
6,9 Hz, 2H, OCH.,CH;(CH;)sCHs), 5,02 (d, J=2,1 Hz, 2H, OCH.Ar),
5,05 (d, J=2,4 Hz, 2H, OCHzAr), 7,34 (sl, 10H, 2 x ArH);
*c RMN (CDC1s) 14,09, 22,62, 25,38, 29,06, 29,14, 30,17 (d,
Je,p = 6,9 Hz), 31,75, 68,05 (d, Je,p = 6,2 Hz), 69,12 (d, Jc,p =

5,5 Hz), 127,90, 128,47, 128,56, 135,97 (d, Jcr = 6,9 Hz);
*'p RMN (CDCls) 16,83; MS (modo positivo): [M + “’Nal’ para m/z
413,4.

Composto 103: Ester dibenzildodecilico do &cido fosférico

Utilizaram-se 186 mg (1,00 mmol) de n-butanol anidro e
realizou-se um procedimento andlogo ao do composto 101. O
produto bruto foi depois purificado por cromatografia em
silica-gel utilizando como eluente uma mistura 7:3 de
hexanos/acetato de etilo, para dar o composto 103 (361 mg,
81%) sob a forma de um 6leo limpido: 'H RMN (CDCl;) 0,88 (t,
J=7,2 Hz, 3H, CHs), 1,24 (sl, 18H, OCH,CH,(CH;)sCHs), 1,60
(quinteto, J=6,9 Hz, 2H, OCH:CH> (CHy) oCH3z) , 3,98 (td, J=6,9 Hz,
6,6 Hz, 2H, OCH,CH,(CH;).CHs), 5,02 (d, J=2,1 Hz, 2H, OCH,Ar),
5,05 (d, J=2,1 Hz, 2H, OCHAr), 7,34 (sl, 10H, 2 x ArH);
C RMN (CDCls) 14,13, 22,69, 25,38, 29,12, 29,35, 29,49,
29,56, 29,63, 30,18 (d, Jc,p = 7,0 Hz), 31,92, 68,05 (d, Jcp =

’
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6,1 Hz), 69,12 (d, Jco = 5,4 Hz), 127,89, 128,46, 128,55,
135,97 (d, Je» = 6,8 Hz); ‘P RMN (CDCl;) 16,84; MS (modo
positivo): [M + *Nal]’ para m/z 469,1.

Composto 104: Ester dibenziloctadecilico do &cido fosférico

Utilizaram-se 270 mg (1,00 mmol) de octadecanol e
realizou—-se o mesmo procedimento que para o composto 101. O
produto bruto foi purificado por cromatografia em silica-gel
utilizando como eluente uma mistura 7:3 de hexanos/acetato de
etilo, para dar o composto 104 (474 mg, 89%) sob a forma de um
sélido branco higroscépico: p.f.: 32°C-33°C; 'H RMN (CDCls)
0,88 (t, J=6,9 Hz, 3H, CHs), 1,25 (sl, 30H, OCH,CH;(CH;)1:sCHs),
1,60 (gquinteto, J=6,9 Hz, 2H, OCH:CH;(CH:)15CHz), 3,98 (td,
J=6,6 Hz, 6,9 Hz, 2H, OCH;CH;(CH:)sCH3), 5,02 (d, J=2,1 Hz, ZH,
OCH:Ar), 5,05 (d, J=2,1 Hz, 2H, OCHxAr), 7,34 (sl, 10H, 2 x
ArH); °C RMN (CDCls) 14,12, 22,70, 25,40, 29,13, 29,38, 29,51,
29,58, 29,68, 29,72, 30,20 (d, Jc,» = 6,9 Hz), 31,94, 68,06 (d,

Je,» = 6,1 Hz), 69,14 (d, Je» = 5,4 Hz), 127,90, 128,47,
128,55, 136,00 (d, Jcpe = 6,8 Hz); °'P RMN (CDCls) 16,83; MS
(modo positivo): [M + “’Na]’ para m/z 553, 3.

Composto 105: Ester dibenzildocosanilico do acido fosférico

Utilizaram-se 327 mg (1,00 mmol) de docosanol e
realizou-se um procedimento andlogo ao do composto 101. O
produto bruto foi depois purificado por cromatografia em
silica-gel wutilizando como eluente uma mistura 7:3 de
hexanos/acetato de etilo, para dar o composto 105 (516 mg,
88%) sob a forma de um sélido branco higroscépico: p.f.: 43,5-
44,5°C; 'H RMN (CDCls) 0,88 (t, J=6,9 Hz, 3H, CHs), 1,25 (sl,
38H, OCH,CH; (CHz) 19CH3) , 1,60 (gquinteto, J=6,9 Hz, 2H,
OCH;CH (CHz) 19CH3) , 3,98 (td, J=6,6 Hz, 6,6 Hz, 2H,
OCH,CH; (CHz) 10CH3), 5,02 (d, J=2,4 Hz, =2H, OCH;Ar), 5,05 (d,
J=2,4 Hz, 2H, OCH,Ar), 7,35 (sl, 10H, 2 x ArH); '°C RMN (CDCls)
14,13, 22,70, 25,39, 29,12, 29,37, 29,50, 29,57, 29,66, 29,71,
30,18 (d, J¢,» = 6,9 Hz), 31,93, 68,06 (d, Jc,p = 6,0 Hz), 69,13
(d, Je,p = 5,6 Hz), 127,89, 128,47, 128,55, 135,98 (d, Jc,p =
6,9 Hz); °'P RMN (CDCl;) 16,83; MS (modo positivo): [M + “’Na]’
para m/z 609, 3.
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Exemplo 17 — Sintese de compostos de fosfato de cadeia linear
106-110

Composto 106: Ester monobutilico do 4cido fosfdérico

Dissolveram-se 200 mg (0,60 mmol) do composto 101 em 30 ml
de metanol anidro num recipiente de pressdao de parede
reforgcada. Purgou-se o recipiente com argon e adicionaram-se
~200 mg de Pd/C a 10%. O recipiente foi ligado a um aparelho
de hidrogenacaoc e manteve-se uma atmosfera de hidrogénio de
~50 psi no interior do recipiente de reaccdo a temperatura
ambiente durante 8 horas. A mistura reaccional foi depois
filtrada por accdo de vacuo através de uma camada de celite
que foi lavada com metanol. O solvente foi evaporado sob vacuo
deixando 70 mg (86%) de um 6leo amarelo 106. 'H RMN
(CDC1l5/MeOH-d4) 0,95 (t, J=7,2 Hz, 3H, CHs), 1,43 (sexteto,
J=7,5 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CHs) , 1,66 (quinteto, J=6,9, 2H,
OCH;CH,CH2CH3) , 3,99 (td, J=6,6 Hz, 6,6 Hz, 2H, OCH.CH,CH,CH3) ;
¢ RMN (CDCl;/MeOH-d,) 13,71, 19,02, 32,72 (d, Jeo = 7,2 Hz),
66,86 (d, Jc = 5,5 Hz); °“'P RMN (CDCls;/MeOH-d,) 18,84; MS
(modo negativo): [M - 1] para m/z 153,0.

Composto 107: Ester mono-octilico do acido fosférico

Utilizaram-se 200 mg (0,51 mmol) do composto 102 e,
utilizando um procedimento andlogo ao do composto 106,
isolaram-se 100 mg (93%) do composto 107 sob a forma de um
s6lido viscoso branco/amarelo: '‘H RMN (CDCls/MeOH-d.) 0,89 (t,
J=6,9 Hz, 3H, CHs), 1,29 (sl, 10H, OCH,CH,(CH,)sCHs), 1,67
(quinteto, J=6,9 Hz, 2H, OCHCH; (CHz) sCH3) , 3,97 (dt, J=6,6 Hz,
6,6 Hz, 2H, OCH,CH,(CH;)sCH;); '°C RMN (CDCl:;/MeOH-d.) 14,18,
22,98, 25,89, 29,57, 29,58, 30,76 (d, Je» = 7,3 Hz), 32,18,
67,16 (d, Jc,p = 5,2 Hz); °'P RMN (CDCls;/MeOH-d4) 20,55; MS
(modo negativo): [M - 1] para m/z 209,1.

Composto 108: Ester monododecilico do acido fosfdérico

Utilizaram-se 200 mg (0,45 mmol) do composto 103 e
utilizou-se um procedimento andlogo ao do composto 106 para
dar 112 mg (94%) do composto 108 sob a forma de um sélido
branco. 'H RMN (CDCl:/MeOH-d.) 0,88 (t, J=6,6 Hz, 3H, CHs),
1,27 (sl, 18H, OCH;CH;(CH;)+CHs), 1,67 (quinteto, J=6,6 Hz, 2H,
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OCH,CH; (CH;) oCH3) , 3,97 (dt, J=6,6 Hz, 6,6 Hz, 2H,
OCH,CH, (CH;) »CHs) ; '°C RMN (CDCls/MeOH-d,) 14,21, 22,98, 25,84,
29,57, 29,67, 29,89, 29,92, 29,96, 29,98, 30,69 (d, Jcp =
7,4 Hz), 32,25, 67,22 (d, Jec,p = 5,7 Hz); “'P RMN (CDCls/MeOH-
ds) 21,22; MS (modo negativo): [M - 1] para m/z 265,0.

Composto 109: Ester mono-octadecilico do &cido fosférico

Utilizaram-se 200 mg (0,38 mmol) do composto 104 e
utilizou-se um procedimento andlogo ao do composto 106 gue
produziu 104 mg (79%) do composto 109 sob a forma de um sdélido
branco. 'H RMN (CDCl:;/MeOH-ds) 0,89 (t, J=6,9 Hz, 3H, CHs),
1,27 (sl, 30H, OCH,CH;(CH:):5CHz), 1,68 (quinteto, J=6,9 Hz, Z2H,
OCH:CHz (CHz) 15CH3) , 3,98 (dat, J=6,6 Hz, 6,9 Hz, 2H,
OCH,CH; (CH;) 1sCHs) ; °C RMN (CDCl:/MeOH-d.) 14,26, 23,14, 26,01,
29,74, 29,84, 30,06, 30,09, 30,16, 30,87 (d, Jc,p = 7,2 Hz),
32,42, 67,32 (d, Jec» = 5,8 Hz); °'P RMN (CDCls/MeOH-d,;) 21,69;
MS (modo negativo): [M - 1] para m/z 349,1.

Composto 110: Ester monodocosilico do &cido fosférico

Dissolveram-se 200 mg (0,34 mmol) do composto 105 e
utilizou-se o mesmo procedimento do composto 106 produzindo
98 mg (71%) do composto 110 sob a forma de um sdélido branco.
'"H RMN (CDCls/MeOH-ds) 0,88 (t, J=6,9 Hz, 3H), 1,26 (sl, 38H,
OCH2CHz (CHz) 19CH3) , 1,66 (quinteto, J=6,9 Hz, 2H,
OCH,CHz (CHz) 1oCHz) , 3,97 (td, J=6,6 Hz, 6,6 Hz, 2H,
OCH,CH; (CH;) 15CHs) ; °C RMN (CDCl:/MeOH-d.) 14,22, 23,01, 25,87,
29,61, 29,71, 29,93, 29,97, 30,04, 30,73 (d, Jc,p = 7,4 Hz),
32,29, 67,27 (d, Jec» = 5,6 Hz); °'P RMN (CDCls/MeOH-d,) 20,66;
MS (modo negativo): [M - 1] para m/z 405,1.

Exemplo 18 - Compostos de fosfato de cadeia linear 106-110

Os ob6citos de Xenopus que expressam endogenamente os PLGFR
PSP24 foram utilizados para rastrear os compostos 106-110 no
que respeita a sua actividade inibidora do LPA. Os odcitos
foram obtidos de ras adultas Xenopus laevis anestesiadas com
xilazina (Carolina Scientific, Burlington, NC) em condic¢des
assépticas e preparados para a experiéncia. A camada de
células foliculares de odcitos de Fase V-VI foi removida por
tratamento com colagenase tipo A (Boehringer, IN) a 1,4 mg/ml
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numa solucdo de Ringer 2 para ovario isenta de Ca?" ((OR-2)
NaCl 82,5 mM, KC1 2 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM, pH 7,5, com
NaOH). Os odécitos foram mantidos numa solucdao de Barth numa

incubadora entre 17-20°C e foram utilizados durante 2 a 7 dias
apdés isolamento.

Os registos electrofisioldégicos foram efectuados
utilizando um amplificador padrao de potencial imposto de dois
eléctrodos mantendo o) potencial da membrana a -60 mV
(GeneClamp 500, Axon Instruments, CA). Os compostos de teste
foram dissolvidos em MeOH, complexados com BSA isento de
dcidos gordos, diluidos com solucdo de Ringer-Na' para ra
(NaCl 120 mM, KCl1 2 mM, CaCl, 1,8 mM, HEPES 5 mM, pH 7,0) e
aplicados por super-perfusdo nos odbécitos a um caudal de
5 ml/min. As correntes de membrana foram registadas com um
osciloscépio digital NIC-310 (Nicolet, Madison, WI). As
aplicagbes foram efectuadas a intervalos de 15 minutos
(minimo) para permitir a eliminacdo apropriada e recuperacao

da dessensibilizacéao.

Na Figura 36 apresenta-se a inibicdo dependente da dose
das correntes de cloreto induzidas pelo LPA produzida pelos
compostos 106-110. O composto 108 foi o melhor inibidor, com
um valor de CIsg de cerca de 8,1 nM. Os compostos com grupos
alquilo de cadeia linear mais longa ou mais curta demonstraram
possuir uma eficdcia decrescente na inibicdo das correntes de
cloreto induzidas pelo LPA, embora o composto 107 apresentasse
uma eficdcia semelhante, com um valor de CIsy de cerca de
10,2 nM. A Figura 37 compara os valores de CEsy da solugao de
controlo positivo (LPA sozinho), 25 nm, e de uma solucéo
contendo LPA e 100 nM do composto 108, 343 nM. Portanto, o
composto 108 1inibe eficazmente a sinalizagdao pelo LPA de
receptores PSP24 nos odécitos de Xenopus.

Com base nos resultados acima, o composto 108 também foi
examinado no que respeita a sua eficdcia como antagonista dos
receptores Edg-2, Edg-4 e Edg-7 em células RH7777 que
expressam o8 receptores individuais de forma heterdéloga.

Na Figura 38 apresenta-se o efeito do composto 108 nas
respostas de ca’* de células que expressam kEdg-2, Edg-4 e
Edg-7 quando expostas a uma combinacdo de LPA 18:1 e do
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composto  108. Para estas experiéncias escolheu-se uma
concentracdao de LPA prdéxima do valor de CEso. O composto 108
inibiu significativamente as respostas de ca®* para cerca de
63% e 56% do controlo, respectivamente, nas linhas celulares
que expressam Edg-2 e Edg-7. Pelo contrario, o composto 108
aumentou significativamente as respostas de Ca?’ para cerca de
148% do controlo em linhas celulares que expressam Edg-4.

Portanto, prevé-se que os fosfatos de cadeia linear inibem
selectivamente a actividade de Edg-2 e de Edg-7 in vivo e
aumentam selectivamente a actividade de Edg-4 in vivo.
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gugacxaaga
coRocggaon
ctggagttoa

AGONISTAS E ANTAGONISTAS DOS RECEPTORES DO LPA E METODOS DE

agecatgaat
Ltggmaagoat
cactgtttgh
nogoagetta
tgetbgogitg
tgttagoaca
caactiacty
acggatgage
tatggatgct
matggoacoe
atttatggta
gagaatgtet
gaagactgtyg
gttacticta
teteottgek
astgagogoo
sacagaange
cagoaatgas

LY
120
180
248
30¢
360
429
480
548
6800
660
120
T80
840
G0
360
1920
iagQ
1698
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22312> PRT
«213% Homo Sapiens

<400 2
Met Ala
i

Thr Ala

Phe Tyr

Ser Lya

50

L&y Ala
&&

His Phe

Phe Ala

Thr Arg

130

Glu Avyg
145

Asn Arg

Val Met

Gl Asn

Phe Trp

214

Tyr #la
225

Ala

Met

&sn

35

Leu

Asn

Bro

Gly

Ary

11is

Ser

His

Cys
185

Ala

His

Ile

Asn

20

Arg

Val

Liawt

Ile

Lew

164

Lasd

Len

Ile

Val

Ala

180

Ser

Ile

Iia

Ser

Glux

Ssr

Mat

Lau

Tyr

8&

Ala

The

Thr

Val

165

Tl

Asn

Fhe

Phe

Thr Ser

Pro Gln C

Gly Lys

Gly Leun
35

Val Met
0.

Tyr Lesu

Tyr Phe

Vai Sex

Ay Ser
135

- Val Phe

150

Val Val

Pro Sar

Met Ala

Asn Leu

215

Gly Tyr
230

Ile

Ris

40

Gly

Val

Mt

Iyr

The

120

Yal

Axrqg

Il

vVal

Pro

200

¥al

VYal

116

Pro

25

Liay

Iie

Al

Ala

Ly

105

Trp

Ala

Mat ©

Val

Gly

185

Leu

Thxr

Axg

¥al
18

x Tyr

Thy

Ile

Asn

Metb

Len

Ran

Wal

179

Trp

Tyx

Phe

T

Gin

Il

Rsn

Thr

¥Fal

Ty

15

Leu

he

Lew

Ien

Leg

158

Iiw

Asn

Ser

val

Axg
235

Ser
Glu
Glu
Cys

50
val
&la
K
Axg
ey
140
His
TR
oys

Asp

Val
220

Gin

Sar

Trp
45

Ile

Ala

Thy

Gln

125

Ala

Thr

Thr

Ile

Jexr

205

Met

Met

Pro

Ile
an

Asn

Bhe

Aka

Gly

118

Gly

Ile

Rrg

Mat

Cys

150

Tyr

val

Arg

Gin
15

Ala

Thr

Ils

Arg

Asp

25

Bro

Ien

Ala

Met

Ala

175

Asp

Len

Val

Met

the

Fhe

Val

Met

Fhe

80

Fhe

Il

Iile

Ser

186G

Tla

Val

Lau

Sex
240
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Arg His
Len

Iys

Gly

Sex

The

Leu

Giy
245

val
280

¥Yal

Yal Len

275

Yal Leu

290

Ala
305

Met
Thr Phe
Thr

Fxo

Als

Ala

RAarni

aly

Tyr Gia

By

Pro

Iim

Lys

Ile

Arg Arg

Tal

Leu

Len
280

Leu

Phe
285

Ehe

Tyr

310

Gla Yia

325

Ser 8sx

340

Yal |

355

<2L0> 3
211> 3056
213> ADN
<213» Homo

<40G> 3

atggtoatea
guTasagagoe
acogtoagoy
agoegettog
geggygcgtys
cttgaggget
acactgotgg
cgeotygooes
ctggggctge
atggeacooe
ttectgotoa
cgcatggong
aagackatbg
ctgotootygy
etacktgttag
gagatgcogec

Sapiens

tgagccagig
teagetacea
tgobygetoat
Accagrosat
fodun oF: Telal dugiiw
gattectgeg
coatogoegt
gtggcegegt
bgoctgoocs
tgctecageeyg
tggtggetgt
ageatgtoay
tcatoatkant
abtggtttagy
cogaggeasa
gragetiooy

Lo

Aszp

Sex

Tys

Asn Bap

380

ctactacaac
atggoggooe
grtgaceaat
ctachacetg
eceteatatte
goaggygoetty
ggagoggoad
ggteatgeke
cisctygoas
ctectatityg
gtacacecyge
ohgeoanoee
gagggegtie
ctgtgaghos
ctoackggte
cogecttote

Adla Ser

117

Asn Arg
250

Asp

ly &la Fhe

265

Asp Val Cys

Ley Len Lew

Tyr Arg Asp

315

Gin Arg
334G

Sexr
s

Hia Ser Vval

gagacaatoyg
aagyatytay
stgchgghosn
choggeaate
Lacactggbs
ctggacacaa
cgeagtgtga
attgtgageg
tgectetgty
geegtotogy
attttottet
cgochtacogay
Stoggtetget
tgeaatgtee
aatgetgety
tgotgegogt

Thr Mgt

Ile Ile

t Ser

Cys

Leu
255

Trp Thr

270

Pro
285

Cys
Glu
300

Lys Glu

Glun

Asn

L Bsn

Ein

the

Met

Bro

His

Cys Asp

Sex

Ser
320

Thr
335

Gly

Thr Ile

350

Val

gettotiela
togtggbgge
tageagoeat
tggocogogaoe
soageacage
gectoactge
tggocgtgcs
tgtgggtgge
coctygaceyg
ctotgtogag
acgtgoggog
aguocacgot
gysCASTRGY
tggetgtaga
tgtacteottyg
gooctoogaoR

taacaacagh
actggggoty
cgostosasc
tgacototte
segaattiea
gtoggtygeo
getygcacage
tgeectggge
ctgctoacge
cetgatiate
gegagtgeag
cageotggte
coaggtygta
asagtacttco
ceogagatgot
gtooacooge

&4

120
180
240
380
360
420
480
540
580
660
120
780
840
L
950
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118

gagtctgter actatacate cltctgcecag ggagotgcoca geactogeat catgottoco 1020
gagaacggee accoactgat ggactecace ctttag i0he

LZI0> 4

<211> 351

<Z12» PRT

£213%» Homo Sapiens

ZAD0> 4 .
Met Val Ile Met Gly Gin Cys Tyr Tyr Asn Glu Thr Ile Gly Fhe Fhe
1 5 10 15

Tyr RAsn Asn Ser Gly Lys Glu Leuw Ser Ser His Trp Avg Pro Lys Asp
20 25 3

Val Val val Val Ala Lew Gly Leu Thr Val Ser Val Leu Val Leu Len
38 4q 45

Thr Asn Leu Lewa Val Ile Ala Ala Ile Rla Ser Aen Awrg Arg Phe His
58 5% . 60

Gin Pro Iile Tyr Tyr Leu Lau Gly Asn Leu Ala Rla Ala Asp Leu Fthe
85 T 75 ga

Als Giy Val Ala Tyr Leu Fhe Leu Met Phe His Thr Gly Pre Azxg Thx
a5 o g5

Alsx Arg Leu Ser Leu Glu Gly Trp Phe Isu Arg Gln Gly Leu Leu Asp
g0 105 . 110 ’

™r Ser Leuw Thr Ala Ser Vel Als Thr Ieu Leu 3la Ide Ala Val Glu
115 120 125

Arg His Axg Ser Val Met Ala Val Gln Leuw His Sar Arg Leu Bro Arg
130 -135 140

Gly Arg Val Val Met Leun Ile Val Gly Val Trp Val Ala &la Leu &Sly
145 150 155 180

Leu Gly Len Len Pro Ala His Ser Trp His Uys Leu Cys Ala Len Asp
165 170 175

Arg Cys Ser Axg Met Ala Pro Leu Len Sexr Azg Ser Tyr Leu Ala Val
180 igs isg

Trp Ala Leu Ber Ser Leu Leu Val Fhe Leu Leu Met Val Ala Val Tyr
i8% 200 205
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Thr &rqg

210
His ¥al
225

Lys Thr

Gly Gin
Val

Len

val
29¢

Len

Thu
305

Fha

Glu Sar

Jle Met

<210> 5
<2311>» 1052
<¥1Z> ADN

Ile

Val

Val

Als

278

asn

Arg

Val

Lew

Fhe Phe

Cys His

Tyr

Fro

215

Arg Tyr

230

Val fla

245

Val 1
2e0

A
1
4

Val Glu

Ala

Ala

Loy

Iie

Lew

Lys

Val

Lan

280

2895

310

Tyr
325
Feo Glu
340

<213> Homo Sapiens

<400> 5

atgaatgagt
actygtegatyg
tgectgttta
titeatitoe
atiguctatyg
cgohggttte
ctggitateg
ageaasAagy
goggtocooa
cocatttacs
atcatggtta
Jeteogoata
gtgatgacty

gtgactatga
actguacagy
tertktttte
cettotacta
tattocekgat
toogtcagag
cogtyggagay
gugtgacact
cactggoacty
gosggagtta
tggtgtacet
caagkggate
tettaggags

Thr

Asn

Gy His

caaguacatg
aacaaagebt
taattetoty
cetgbigget
ghttaacaca
gobtotggac
goacstgtea
getoatttty
gaatigecte
cotbgbitte
goeggatetac
catcageoge
gtttgtggta

Val Arg Arg

len Gly Als

Lew Asp Gly

Tyr Phe Leu

Tyr Ser Cys

Qys Cys Alda

Sex Ser Als

119

Arg Val

Thy
235

Arg Glu

Fhe Val

280
Lau Gly
265

Lau Len

Arg Asp

Lew
315

Cys

Gln
3340

GLly

Fro Leu Met

245

gactettitt
gtgattgttt
gtestegogy
aatrtagety
ggoocagttt
agtagobtga
atcatgagga
cttgtotgyg
tgoaacatoet
Tggacagtat
gtgtacgtoa
cggaggacac
tgctggacoe

+ Arg
Thr lLeu
Val

Cys

Cys &Gluo

Met

Sex

Trp

Sexr

Als

Leuw Val

2490
Thr Pro
258

Lys Asn

&HG

Bla Glu

285

Ria Gilu

300

&in
Gly Ria

RBsp Ser

Als

Met

Se:

Ser

Thy

Asr Sey

Axrg Arg

Thy Arg

320

Thr .
335

Teu

aAsq

ataataggay
tgtgtgttgy
cagbgatcas
ctgoogatit
caasaacttt
chgetbtooot
tgoeggutosa
ceategoeat
cltgeatgoke
coaacocbest
agaggaagac
coatgaageh
cgggoetagt

caacactgat
gacgttbtba
ASICAGHAI
cktogetgaa
gactgtcass
cacaaackhyg
tageaacaety
Ettkatgagy
ttacotgyes
ggooticctc
caacgicttyg
aatgaagacg
ggttotgete

€0

120
iggo
240
3090
380
428
480
349
§00
664
28
789
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120

ctagacggee taaactgeag gongtgtage gtgoagratg
abkggogetge teascicegt cgtgaacees atcatatact
tatggercos tgaagaagat gatotgotgo ttototoagg
tobogeatoe aotooacagt cotcagoagy aghgacacag
agtatiagoe zaggtgeagt ctgoaabass agosctiect

210> &
Z211» 3”3
<@id» PRT

<213>» Homo Sapiens

<4{08> 6

Met Asn Glu Cys His

1.
Sax Asn Thy
Vel Lew Cys
as

Sexr Len VYal
50

Phia Tyr Tyy
€5

Ile Ala Tyr
Lau Thy Val
Lay Thy Ala

115

Mat Ser Ile
138

Val Thr Leu
148

Ala Val Pro

Sy Jey Lsu

Asp

2¢

Val

Qle

e

Val

Asn

e

Sax

Met

Ly

The

Bia
180

5

Thr

Ala

Len

Fhe

g5

Axg

Lz

Axg

Il

Lew

i6%

Pro

Tyr Asp Lys His
Val Asp Asp Trp
25

Thyx Phe Phe Cys
40

Als Val Ile Lys
88

Ala Agn Leu Ala
T

Leu Met Phe Asn
Trp Phe Leu Arg
108

Thr Asn Ieu bey
120

Met Arg Val Ris
135

Leu Lew Val Trp
150

Gly Trp Asn Cys

Ile Tyxr Ser Aryg
188

Mat

19

Lew

&sn

Ala

The

20

Sln

¥al

Sex

Alas

e

178

Sar

Asp

Gly

Phe

Ala

3

Gly

&ly

Ile

Asn

Iie

155

Cys

Tyx

tgaasaggty ghiectgetg 840
cctacasqgga cgaggacatg 800
agaaccoaga gaggaghess 560
gragoeagta catagaggakt 1820

2R

Fhe

Thre

Ile

LT

&O

Asp

Bro

Len

Ala

Lew

140

Ala

Asn

Lew

Phe

Tiys

Fhe

-3

Bhe

Fhs

Val

Leayu

Yal
125

Thr

Ile

Ils

Val

Tyr

Asn
15

Leu Val

30

Phe

Bis

Phe

Sax

Asp

110

Lys

Bhe

Sar

Fhe
183

Seax

Fhe

Als

Lys

3§

Ser

Axg

Lys

Mat

Ala ¢

175

Trp °

Arg

Ile

Ero

Gly
&

The

7%
]
Ex]

His

fryg

Gly
160

1082
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Val Asn

195

Ser

1le Fyr ¥val

210
Sex Ser
225

Gly

Val Mel Thr

¥al Val lLew

Kis Val Lys

278
Pro Ile
280

Asn

Lys Mat

3065

Lz
Arg lle

Ile

Ser

<3l0> 7
211> 1260
<212> ADN

Gle

PT

1 Met
Wal

Ty

Ila Ser

A=z

Lys

Arg

Fhe Leu

200

Rrg

g Lys
215

Arg Arg

230

val leu

72458
TLau Len
2&Q

Arg Trp

Tle Tyxr

Ile Cys

Gly

Asp

Phe

Ber

Cys

Ala Fha

Gly Len

Lew
280

Tyr
235

Fhe

319

Serx
325

Pxo

Asp Ser

340

. <%13» Homo Sapiens

<400> 7

atgghottet
gtgtatgaaa
agtecattge
gtgaatagts
cagatcacce
gttgttigoa
gocagootay

cggoagtgtt
acagotacat
ttagatatag
cagotgtges
tttotgetat
teatggbtita
Ctithgrags

Thy

Ila

Val Leu

Sar Gln

gactgegtte
gaatattaca
ttttgaaace
cagajcacea
aatgatatte
coaaaaaget
gatghigokt

Iig

Thr

Thr

val

s

285

Len Leu

 Asp

- Bin

Sax

Sy
345

121

Met Val

Asn Val

Met
235

Pro

Val
250

Cys
Cys Arg

Ala Lew

Gln Asp

Elu Asn

315
Arg Sex
330

Ala val

catacoggga
crooctooan
atggcicoca
goageatita
attetgttty
gooatgaggt
gragtgctga

Yal A

Len

220

Lys Leu

Thy

Trp

8ln Cys

Tyr

- Pro

Hat

Pro

Gly

Leu Arg
Hism

Thy

Thy
240

Lys

Gly Lew

255

Val Glin

270

Asn
285

Isew

. Tyr G

300

Pro Gin

Thr

Asp

Cys Asn

Ser

2

Ay

Gly

Lys

Val Val

Thy

Mat

Ero
320

Ary

Sexr Gln

335

Sexr Yhe

150

catocaacas
cathocagea
cigatitgag
agaEgeetaas
tgtotittet
ctgoaattaa
agatgesckt

aacatktigte
tectgacete
ttoottgace
cetgoctott
toggaactyg
catostactt
tgeomtguta

60

120
180
249
304
360
420
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actattotta
tteotggttat
cttattatag
ghteottggg
cagatagett
gettatgtga
tecatttatgy
gaaggtatat
cagatgagea
getgtotiea
aagoactitk
tacctcaagt
goettqootgg
aagogacygga

<Z10> 8
<211> 419
<213» PRT

ctacecqgaty
tigtgataga
tocagaggosd
caacttectt
coogagetoe
ttrtgattte
geatasteas
gootocagooa
ttgaeatgygg
ttgtotgety
actatecagea
ctgeattgaa
acatgatgeoo
tacgteoctag

<213» Homo Sapiens

<400> 8
Mel Val
i

The Thx

Pro

Glu Thr

5Q

Ala
85

Val

Gln I

&ly

Sex

Len
130

Fhe
Fhe
Bhe

35
Met
Pro
Thy
Asn
ala
118

Ala

Ser Ala

Valk
20

Val
Kia

Gln

Alda Pro

Val

Tyx

Pro

Phre

Pro

gatttttggy
aggagtagocg
ggstaagota
ttgtgtaget
ccagtgtgty
tcteatttot
cacecttogy
ggooagoaas
ctbtaasacsa
ggcoooatto
caacttttxt
toogetgate
taagtecttco
tgotgtetat

Lea Thy

Elu

Leu
&0

Azp

Sy Lean

55

Ala

0

Sax
&3

Lt

Leuw Val

108

Ile Asn

Val Leu

Ala

Val

Iie

Aan

Ils Met

s

Liew

120
Met
13%

Ero

Ala

Ercd

Ber

Sar

. Mak

Lea Rls

122

aasttotiet
atcotgoioa
aacecocatata
ttkoctttayg
trtgggtaca
ttotteatae
cacaatgoot
chtgggtotea
cgtgecttca
accacttaca
gagattagcea
tactackgaga
aagtttitge
gtotgtaggy

Phe His

10
The Met
25

Ty

Pro Leu

Sar Len

Fhe Lya Ser

758

Ila Phe

g
valiTyr
108

Sex Leu

Fhe Ala lew

Ils

gtagagtatc
toattagoal
gagotaagyt
cogtaggasa
caateaatec
aetbeotagt
tgaggateca
tgagtetaea
coactatitt
gecktgtgges
cobggotact
gagattaagas
cgoeagekoce
aacatoggac

Thy Gly Thr

Ile Thr

30

Asan

Leu Arg

45

Thr
&0

Val Rsn

Lewx Asn Leu

Lew Phe Val

Ala
10

Gln Lvs

Phe Ala
125 .

Ala

¥al Thr Ile

140

tgctatgttt
agataggtic
Ectygatigea
ceecgaceta
aggetaccay
aatactgtas
tagetaceont
gagaoctite
gattetettt
aacatteagt
ghggotetge
attocatgat
tggtecacaca
ggtggtgtga

Sayr asn

15

Leuw Pro

Sar Phe

Sar

Lawy
80

Pro

Sex

85

Ala Met
Med

Thr

480
840
600
680
720
750
Bac
500
2460
1029
10840
1149
12040
1260
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Thy

145

Phe

Ile

Tyx

val

Arg

228

Yal

Bls

Sex

Sex

Mat
385

Lisboa,

263

&ry

Tep I

Rsp

Arg

Ala

2140

Ala

Yle

Len

Lys

2899

Mat

Val

Thr

Ile
3N

Mat

752/PT

Txp

Arg
Ala
185

Fhe

¥al

L.eu

Arg

275

Lew

Bly

Fhe

Phe

Tryp
355

Tyx

Frgo

Fle

Fhe

Fhe

180

Lys

Pro

Gln

Iies

TyT

260

Ile

Gly

Phe

Iie

Ser

340

Leuw

E«\YS

Bhe

Val

165

Liew

Val

Lew

{ya

Lau

245

His

Leu

Lys

Val

I.lyﬂ

L

Txp

Gly
1590
Ile
Leu
Ala
Val
230
Fhe
Sex

Met

Thr :

318

Cys

Bis

Txp

- ¥Fha

380

2008-03-04

Lys

Glun

Ile

Ils

Val

233

Phe

Sexr

Tyx

Sex

Phe

Gly

Val

260

Gly

Gly

Toemis

Gly

FrQ

280

Lea

295

Tap

Phe

Leg

Ile

315

Liys

Aa

Ala

Tyr

Cya

380

Lys

Fhe

Phe

Val

Glo

i85

Yal

Agn

Tyx

Ile

Ile

2658

Glu

Phﬁ

Bro

Tyr

345

Lys

Leu

123

Cys

ala

170

Aryg

Jer

Bro

Thx

Sax

280

Law

GLy

Ary

Thr

Fhe

330

Gln

Lew

Phe

Ary
185

Irp
Asp
Tha
238
Fhue

Asn

Ils

Bis
Lys

Ris

i Gin X

395

Val

s Ly

Asp
Ala
Len
220
Asn
?hgz
Thr
Cys
Fhe
300
lis
Thr
Asn

Sex

Asp
3BG

Sex

Leu

Iys

Thr

203

Gln

Pro

Ile

Tan

Leu

285

Gln

Lty

Ty

Fhm

Ala

3685

Als

Pro

Ala

Lau
184
Sex
Tie
Gly
Pro
Arg
270
Sex
Met
Ile
Seyp
Fhe
350
Lewx

Cy=s

Gly

Met

Ile

175

Asn

Fhe

Pra

Phe

255

His

Eln

Sex

Lewn
338
Glu

Asn

His

EFhea
180

Ser

Pra

Cyx

Saxy |

Gln

230

Lew

Ast

Ala

Ils

Phe

328

Val

Ile

Pro

i Asp

Thx
400
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REIVINDICACOES

1. Composto de acordo com a férmula (I)

}{3

CQ e CH OO

x! x* (@
na qual

x! é (HO),PO—Z'— ou (HO),PO—Z°—P (0OH)0—2'—;

X’ e X° s&o ambos R;—NR?—A—, sendo cada um igual ou

diferente;

A é uma ligacao directa, (CHy)x em que k£ é um numero
inteiro de 0 a 30, ou 0O;

z' & —0(CHy),—~, em que m é um numero inteiro de 1 a 50, ou

z? & —0(CHy) ,—, em que n é um numero inteiro de 1 a 50, ou

o' e Q2 sdo independentemente H; ou =0;

R' é, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia
Cl a C30 linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a
C30 linear ou ramificada, um anel aromdtico com ou sem
mono, di ou trissubstituig¢des do anel seleccionadas do
grupo de alquilos, alcoxis, 4acidos e &lcoois, um acilo
incluindo um anel aromdtico, um arilalgquilo incluindo um
alquilo de <cadeia Cl1 a C30 1linear ou ramificada, um
ariloxialquilo incluindo um alquilo de cadeia Cl1 a C30
linear ou ramificada, —C(0)—0-R’; e

R? &, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia
Cl a C30 linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a
C30 1linear ou ramificada, um anel aromdtico com ou sem
mono, di ou trissubstituic¢des do anel, um acilo incluindo
um algquilo de cadeia Cl1 a C30 ou um anel aromatico, um
arilalquilo incluindo um algquilo de cadeia Cl1 a C30 linear
ou ramificada ou um ariloxialquilo incluindo um alguilo de
cadeia Cl a C30 linear ou ramificada;
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R" &, independentemente, hidrogénio, um algquilo de
cadeia Cl1 a C30 1linear ou ramificada, um alcenilo de
cadeia C2 a C30 linear ou ramificada, um anel aromatico
com ou sem mono, di ou trissubstituic¢des do anel, um acilo
incluindo um algquilo de <cadeia Cl1 a C30 ou um anel
aromatico, um arilalquilo incluindo um alquilo de cadeia
Cl a C30 1linear ou ramificada ou um ariloxialquilo
incluindo wum alquilo de cadeia Cl1 a C30 1linear ou
ramificada,

2

na qual, guando x!' & (HO),PO—0—, X? é NHCH,, Q' é H,, Q% é =0,
entdo X° ndo é -NHR, em que R, é um hidrogénio ou acilo

substituido por metilo ou fenilo.

2. Composto de acordo com a reivindicacgao 1, no qual

[
N

Q" €& Hy;
Q* é =0;
x' & (HO),PO-2Z'—; e
2 3 x 1
X° e X° sao cada um R —NH-.

-

3. Composto de acordo com a reivindicacdo 2, no qual X é
2

—NH, e X* é R'-NH- em que R' é um alquilo de cadeia Cl14 a C18

linear.

um

um

um

um

4, Composto de acordo com a reivindicacdo 3, no qual R' é
alqguilo Cl4.

5. Composto de acordo com a reivindicacdo 3, no qual R' é
alguilo C18.

6. Composto de acordo com a reivindicag¢do 2, no qual
& —NHR' em que R' é um grupo acetilo e
& —NHR' em que R' é um alquilo Cl4.

7. Composicgdo farmacéutica compreendendo:
veiculo aceitavel sob o ponto de vista farmacéutico e
composto de acordo com a reivindicacgao 1.

8. Método de modulacadao da actividade dos receptores do

LPA in vitro compreendendo:
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proporcionar um composto de acordo com a reivindicacao 1, com
actividade como agonista dos receptores do LPA ou como
antagonista dos receptores do LPA e

contactar um receptor de LPA in vitro com o composto em
condigdes eficazes para modular a actividade do receptor do
LPA.

9. Método de acordo com a reivindicagdo 8, no qual o
receptor do LPA estd presente numa célula mantida em cultura.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 8, no qual o
receptor do LPA é seleccionado do grupo constituido por EDG-2,
EDG-4, EDG-7 e PSP-24.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 8, no qual o
composto tem actividade como agonista dos receptores do LPA e
o referido contacto é efectuado em condigdes eficazes para
induzir a actividade do receptor do LPA.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 8, no gqual o
composto tem actividade como antagonista dos receptores do LPA
e o referido contacto é efectuado em condigdes eficazes para
reduzir a actividade do receptor do LPA.

13. Utilizacéao de um composto de acordo com a
reivindicacéao 1, com actividade como antagonista dos
receptores do LPA para o fabrico de um medicamento
anticanceroso.

14. Utilizacdo de acordo com a reivindicacao 13, na qual o
medicamento anticanceroso se destina ao tratamento do cancro

da prdéstata ou do cancro do ovario.

15. Utilizacao de um composto de acordo com a
reivindicacdao 1, com actividade como agonista dos receptores
do LPA para o fabrico de um medicamento que induz a
proliferacao celular.

16. Método para produzir um composto de acordo com a
reivindicacgdo 1, compreendendo:

reagir (Y?0),P0-z''-z>® ou (Y?0),P0-2z'*~P (0H)O-2''-2'?,
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no qual
z & —0(CHy),~, em que m é um nUmero inteiro de 1 a 50, ou
z'? & —0(CHy) ,—, em que n é um numero inteiro de 1 a 50, ou
z'? é H ou um primeiro grupo de saida ou —z''-z'° formam
juntos o primeiro grupo de saida, e
Y? é H ou um grupo protector,
com um composto intermedidrio de acordo com a fdérmula (VI)
13
}ﬂl Xﬁz
na qual
X% e % sdo ambos RM-NR'”-A- sendo cada um igual ou

diferente;

X' é OH, NH,, SH ou um segundo grupo de saida;

A é uma ligacao directa, (CHz)x em que k é um numero

inteiro de 0 a 30, ou O;

Q11 e Q12 sdo, independentemente, H; ou =0;

R'" ¢, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia

Cl a C30 linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a

C30 linear ou ramificada, um anel aromdtico com ou sem

mono, di ou trissubstituicgdes do anel seleccionadas do

grupo de alguilos, alcoxis, 4acidos e 4&lcoois, um acilo

incluindo um anel aromdtico, um arilalquilo incluindo um

alguilo de <cadeia Cl a C30 1linear ou ramificada,

um

ariloxialquilo incluindo um alquilo de cadeia Cl1 a C30

linear ou ramificada, —C(0)—0-R'%; e

R'? ¢, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia

Cl a C30 linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a

C30 linear ou ramificada, um anel aromdtico com ou sem

mono, di ou trissubstituig¢des do anel, um acilo incluindo

um alquilo de cadeia Cl a C30 ou um anel aromatico,

um
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arilalquilo incluindo wum alquilo de <cadeia Cl1 a C30
linear ou ramificada ou um ariloxialquilo incluindo um
alguilo de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada;

R'® &, independentemente, hidrogénio, um alquilo de cadeia
Cl a C30 linear ou ramificada, um alcenilo de cadeia C2 a
C30 linear ou ramificada, um anel aromdtico com ou sem
mono, di ou trissubstituic¢cdes do anel, um acilo incluindo
um alquilo de cadeia Cl1 a C30 ou um anel aromdtico, um
arilalquilo incluindo wum alquilo de <cadeia Cl1 a C30
linear ou ramificada ou um ariloxialgquilo incluindo um
alguilo de cadeia Cl a C30 linear ou ramificada;

seguido de uma etapa de desproteccdo, se necessario, em que
ambas as referidas etapas de reaccdo e de desproteccdo séo
efectuadas em condic¢des eficazes para formar um composto de
acordo com a férmula (I) na qual X' é (HO) ,PO—Z* ou
(HO) ,PO—2°~P (OH) 0—2Z'—.

Lisboa, 2008-03-04
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