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(57) Resumo: COMPOSTO, METODO PARA PROTEGER UM
INDIVIDUO MAMIFERO CONTRA, OU TRATAR, UM VIRUS,
INFECCAO MICROBIANA, PARASITA, UMA DOENCA AUTO-IMUNE,
CANCER, ALERGIA OU ASMA, E, COMPOSICAO FARMACEUTICA
Descreve-se um composto de féormula 1, sendo que R, representa uma
porgao hidrofébica adaptada para ocupar o canal C de CDid humana,
R2 representa uma porgéao hidrofébica adaptada para ocupar o canal A
de CD 1d humana, de tal forma que Ry preencha pelo menos pelo
menos 30% do volume ocupado do canal C comparado com o volume
ocupado pelo nCiHy terminal da cadeiaesfingosina de cx-
galactosilceramida quando ligado a CD1d humana e R2 preenche
pelo menos 30% do volume ocupado do canal A comparado com o
volume ocupado pelo nCyxHsi terminal da cadeia acila da a-
galactosilceramida quando ligado a CD 1 d humana R3 representa
hidrogénio a b ou OH, R e R representa, cada um, hidrogénio, e,
adicionalmente, quando R3 representa hidrogénio, R* e R® em
conjunto, podem formar uma ligagdo simples, X representa ou -
CHA(CHOH) nY ou - P(=0)(0)0CH, (CHOH) mY,sendo que Y
representa CHB1B,, n representa um numero inteiro de 1 a 4, m
representa O ou 1, A representa hidrogénio, um de By e B representa
H, OH ou fenila, e o outro representa hidrogénio ou um de By e B;
representahidroxila e o outro representa fenila, adicionalmente, quando
n representa 4, entdo A juntamente com um de B; e B, forma, em
conjunto, uma ligagao simples, e o outro de By e B, representa H, OH
ou OSO;H e sais farmaceuticamente aceitaveis do mesmo; os
compostos de férmula 1 séo indicados para uso no tratamento de um
virus, infec¢do microbiana, parasita, uma doenga auto-imune, cancer,
alergia ou asma.
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“COMPOSTO, METODO PARA PROTEGER UM INDIVIDUO
MAMIFERO CONTRA, OU TRATAR, UM VIRUS, INFECCAO
MICROBIANA, PARASITA, UMA DOENCA AUTO-IMUNE,
CANCER, ALERGIA OU ASMA, E, COMPOSICAO
FARMACEUTICA”

CAMPO DA INVENCAO

Esta invencdo refere-se a novos derivados de ceramida e

sintese dos mesmos. Estes compostos sio eficazes como estimuladores
imunes, e t€ém um efeito que pode ser referido a um efeito imunomodulador
ou adjuvante.

ANTERIORIDADES DA INVENCAOQ

a Galactosilceramida, composto A, e seus derivados, tem

sido conhecida ja hd algum tempo como agentes biologicamente ativos.
~ Ver, p. ex., Patente dos Estados Unidos n° 5.936.076 para Higa, et al, e
Patente dos Estados Unidos n° 6.531.453 para Taniguchi, et al,
descrevendo diversos derivados como agentes anti-tumor e também

imunoestimuladores, sendo que ambos so incorporados integralmente por

referéncia.
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Composto A: a galactosilceramida

O composto de base, i.e., a-galactosilceramida ou "aGal-
Cer" a seguir por Nattori, et al, Tetrahedron, 50:2271 (1994), incorporado
por referéncia, mostrou por si sé inibir crescimento de tumor. Ver,
Koejuka, et al, Recent Res. Cancer, 1:341 (1999). Sharif, et al, Nature
Med., 7:1057 (2001), e Hong, et al, Nature Med., 7:1052 (2002), mostra

eficacia contra diabetes de tipo I.



Estudo da estrutura de aGal-Cer mostra que contém uma
cadeia esfingosina. MIYAMOTO, et al, Nature, 413:531 (2001), mostrou
que a trunca¢do desta cadeia resulta em um composto que previne
encefalite auto-imune.

Em trabalho paralelo mostrou-se que células T
exterminadoras naturais (células NKT [natural killer cells]) reconhecem
antigenos lipidicos que sdo apresentados pela proteina similar a classe I do
Complexo de Histocompatibilidade Maior, CDI1d, por exemplo. Ver,
Godfrey et al, J. Clin. Invest., 114:1379-1388 (2004).

Singh, et al, J. Immunol.. 163:2373 (1999), e Burdin, et al,
Eur. J. Immunol.. 29:2014 (1999), mostraram que aGal-Cer e CD1d
potencializam respostas imunoldgicas adaptativas mediadas com Th2, via
ativagdo de Val4 (NKT) células T exterminadoras naturais (NKT) Val4.

O mecanismo proposto através do qual aGal-Cer previne
doen¢a € sua capacidade de suprimir interferon-gama, mas ndo
interleucina-4, por células NKT. Ver, p. ex., Brossay, et al, J. Exp. Med.,
188:1521 (1998); Spada, et al, J. Exp. Med., 188:1529 (1998), que
mostraram o reconhecimento de aGal-Cer por células NKT, sugerindo
eficacia terap€utica em humanos.

aGal-Cer foi desenvolvido como um composto terapéutico
potencial e levado a testes clinicos, ver, por exemplo, Giaccone et al, Clin
Canc. Res., 8, 3702-3709 (2002). No entanto, apds tratamento com oGal-
Cer, o nivel de células NKT no sangue periférico de pacientes de cancer
tratado que foram tratados caiu a niveis indetectaveis dentro de 24 horas de
tratamento e ndo atingiu novamente niveis pré-tratamento durante o
periodo remanescente do estudo.

A perda de niveis circulantes de células NKT poderia
representar uma limitagdo significativa do ponto de vista terapéutico a

medida que poderia sugerir que a estimulagdo terapéutica de células NKT



ndo poderia ser usada como um tratamento repetido.

Assim, hd um interesse na sintese de andlogos de aGal-Cer
que atuam como estimuladores de células NKT mas que ndo levam a perda
rapida de niveis circulantes de populagdes de células NKT ap6s
administragdo terapéutica.

Diversas publica¢des descrevem a sintese de aGal-Cer e
seus derivados. Uma lista exemplar, mas de modo algum exaustiva dessas
referéncias inclui Morita, et al, J. Med. Chem., 38:2176 (1995); Sakai, et
al, J. Med. Chem., 38: 1836 (1995); Morita, et al, Bioorg. Med. Chem.
Lett., 5:699 (1995), Takakawa, et al, Tetrahedron, 54:'3:'1 50. (1998); Sakai,
et al, Org. Lett., 1:359 (1998); Figueroa-Perez, et al, Carbohydr. Res.,
328:95 (2000); Plettenburg, et al, Carbohydr. Res.. 67:4559 (2002); Yang,
et al, Angew. Chem., 116:3906 (2004); Yang, et al, Angew. Chem. Int. Ed.,
43:3818 (2004); e, Yu, et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102(9):3383-3388
(2005).

Realizou-se estudos para examinar o impacto bioldgico da
molécula aGal-Cer quando se realizou modifica¢gdes em sua estrutura.
Higa, et al, supra, e também, Zhou, et al, Org. Lett., 4:1267 (2002);
Schmieg, et al, J. Exp. Med.. 198:1631 (2003), Barbieri, et al, Carbohydr.
Res., 468 (2004); e Fan, et al, Tetrahedron, 61:1855 (2005), sdo exemplos
da literatura limitada neste tdpico. Tsuji, et al, J. Exp. Med., 198:1631
(2003), prepararam um andlogo sintético de C-glicosideo, i.e., a-C-Gal-
Cer, que atua em células NKT, in vivo, estimulando respostas imunoldgicas
incrementadas de tipo Thl em camundongos. A prote¢do contra infec¢io
microbiana e eficacia anti-tumor (Skold, et al, Infect. Immun., 71:5447
(2003); Sharif, et al, supra; Hong, et al, supra) sdo de interesse especial.

Trabalho adicional nos mecanismos de ag¢do destes
compostos € mostrado, por exemplo, por Parekh, et al, J. Immunol.,

173:3693-3706 (2004), e Brossay, et al, supra.



Exemplos de patentes dos Estados Unidos e Pedidos de
Patentes ou Pedidos de Patentes Internacionais que descrevem casos de
referidos derivados e ou a atividade bioldgica de analogos de aGal-Cer
incluem a Patente dos Estados Unidos n° 5.936.076 para Higa, et al, e
Patente dos Estados Unidos n° 6.531.453 para Taniguchi, et al, Patente dos
Estados Unidos n°® 5.853.737 para Modlin et al, Pedido de Patente dos
Estados Unidos 2003030611 para Jiang et al, Pedido de Patente dos
Estados Unidos 20030157135 para Tsuiji et al, Pedido de Patente dos
Estados Unidos 20040242499 para Uematsu et al e Pedidos de Patentes
Internacionais descrevendo No. PCT/JP20021008280 para Yamamura ef al.

Essencialmente, todos estes exemplos anteriores descrevem
estruturas analogas baseadas em aGal-Cer. A identificagdo e caracterizagio
de moléculas que ndo sdo glicolipideos, como aGal-Cer e seus anélogos,
tem sido limitada. Exemplos de Pedidos de Patentes descrevendo estruturas
que ndo parecem ser analogas a aGal-Cer incluem peptidios de acila do
Pedido de Patente dos Estados Unidos n° 20040265976 para Moody et al, e
Pedido de Patente JP 34540997 para Masunaga et al.

Verificou-se agora um grupo inédito de compostos que
emulam substancialmente as propriedades de ligagdo de um a-GalCer com
a molécula CD1d humana, mas difere significativamente quanto a interacéo
com receptores de células T (TCR, T-cell receptors), levando a
propriedades inesperadas e vantajosas em comparagio com a-GalCer.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Fig. 1 - Comparagéo da taxa de dissocia¢do de OCH e a-
GalCer. Dissociaggo de ligante de hCD1d. O complexo de hCD1d (a-Gal

Cer ou OCH) indicado foi carregado sobre uma superficie de sensor de
ressonincia de plasmon de superficie (Biacore) em t = 0 e mediu-se a

quantidade de hCD1d remanescente no momento indicado usando o Fab
9B.



Fig. 2 - Comparagéo da afinidade de ligagdo de TCR para
OCH e a-GalCer; |

Afinidade e cinética da ligagdo de TCR iNKT a hCDI1d
complexado com a-GalCer ou OCH. Concentragdes crescentes de 0,4 uM a
194 uM (diluigdo de duas vezes) de TCR MO foram injetadas durante 5
segundos sobre os complexos hCD1d-GSL indicados. As respostas de
ligagdo de 5 concentragdes sdo mostradas superpostas. Os quadros a direita
mostram resposta de ligagéo em equilibrio.

Fig. 3 - Medi¢des de ressondncia de plasmon de superficie
(Biacore) de anéalogos de baixa afinidade de a-GalCer

Mediu-se as afinidades de um TCR de célula NKT solavel
para moléculas CD1d humanas redobradas com diferentes analogos de o-
GalCer. Realizou-se medi¢des de ligagdo e cinética, respectivamente, para
a-GalCer (A e B), treitolceramida (C e D), 4S-treitolceramida (E e F), 4R-
treitolceramida (G e H). Os valores K4 (uM) foram calculados da ligagdo de
equilibrio. Os valores K, foram calculados de K & e K.

Fig. 4 - DC [células dendriticas] humanas sdo maturadas
com analogos de a-GalCer in vitro quando co-cultivadas com células iINKT

Diferentes analogos de a-GalCer como indicado ou LPS
foram adicionados a co-culturas de DC humanas e células INKT. (A)
Maturagio das DC foi avaliada ap6s 40 h, direcionando a células positivas
para CDl1lc. Histogramas indicam os perfis CD83 e CD86 de DC de
diferentes tratamentos; os percentuais indicam o percentual de DC maduras
CD83hi e os nimeros em parénteses, a intensidade de fluorescéncia média
da populagdo contida na porta marcada. DC e células iNKT foram co-
cultivadas na presenga de diferentes analogos de a-GalCer durante 24
horas. Sorbrenadantes foram analisados usando ELISA quanto & presenca
de (B) IL-12p40 liberado pelas DC e (C) LFN-y das células iNKT. Todos

0s compostos testados induziram produgdo de citocina mais fraca, porém



significativa, do que a-GalCer, com a excegfo de arabinitolceramida. (D)
Titulagdo de a-GalCer, OCH ou treitolceramida em DCs e co-cultivo com
células INKT induz maturagdo de DC in vitro. Células foram co-cultivadas
na presenca da concentragdo indicada de andlogo e mostra-se os
percentuais de DC com CD83/CD80 incrementado. (E) Titulagdo de o-
GalCer induz morte significativa de DC in vitro quando co-cultivadas com
células /NKT, enquanto que analogos de baixa afinidade ndo o fazem.
Viabilidade de a-GalCer ou DC pulsado com analogo foi avaliada apds 40
horas de co-cultura na presenga de células INKT por meio de citometria de
fluxo. Células foram manchadas com iodeto de piridinio e mostra-se o
percentual de células direcionadas com CD1l1c vivas remanescentes na
cultura.

Fig. 5 - Anélogos ndo-glicolipidicos de a-GalCer estimulam
ativagdo de células iINKT e subseqiiente matura¢io de DC in vivo.

Camundongos C57BL/6 ou iNKT™ receberam injecdo 1.v.
com 1 pg de carreador, a-GalCer, analogo ou 25 ug de MPL. Vinte horas
apds a injegdo esplendcitos foram manchados com anticorpos contra
CDllc, B220 e CD86 e analisados por meio de citometria de fluxo. (A)
Maturagdo foi avaliada por meio de regulagdo para cima de CD86 na
superficie da célula, direcionando em DC (CDI1Ic"). Indica-se a
intensidade de fluorescéncia média para cada histograma. Estes sdo perﬁs
representativos de dois experimentos independentes. Duas, 6 e de 18 a24 h
ap0s injecdo como descrito, os camundongos foram sangrados e o soro foi
testado com ELISA quanto a presenga de (B) IL-4 e (C) IFN-y liberadas em
resposta ao analogo.

Fig. 6 - Antigenos ndo-glicolipidicos como adjuvantes
efetivos quando co-administrados com um antigeno-alvo.

(A) camundongos C57BL/6 foram co-injetados com 1 pg de
a-GalCer ou andlogo e 800 pg de OVA. 6 dias mais tarde coletou-se



amostras de sangue da veia caudal que foram manchadas diretamente ex
vivo com tetrameros SIINFEKL-K" fluorescentes e um anticorpo anti-CD8
e analisados por meio de citometria de fluxo. Dados sdo mostrados como
células positivas para tetrdmero como um percentual de células CD8". (B) 7
dias apdés a injecdo, os camundongos foram expostos em um cenario
profilatico com 1x10° células de tumor E.G7-OVA s.c. e monitorou-se o
tamanho do tumor durante dias subseqiientes. Houve pouco ou nenhum
crescimento de tumor em camundongos injetados com a-GalCer, arabinitol
ou treitolceramida com OVA.

Fig. 7 - Andlogos ndo-glicolipidicos de a-GalCer estimulam
maturagdo de células B na presenca de células iNKT in vivo e subseqiiente
produgdo de anticorpos.

(A) camundongos C57BL/6 ou iNKT™ receberam inje¢io
1.v. com 1 pg de carreador, a-GalCer, analogo ou 25 pug de MPL. Vinte
horas apos injegdo esplendcitos foram manchados com anticorpos contra
B220 e CD86 e analisados por meio >de citometria de fluxo. Maturagéo foi
avaliada por meio de regulagdo para cima de CD86 na superficie da célula,
direcionando em células B (B220"). Indica-se a intensidade de
fluorescéncia média para cada histograma. (B) Administragdo simultinea
de 1 pg a-GalCer ou andlogos e 400 pg de OVA induz IgGs especificas
para OVA que sdo signiﬁcativas. Camundongos foram sangrados de 11 a
14 dias apds a administragdo e o soro foi testado com ELISA quanto a
anticorpos. Em resumo, placas ELISA foram revestidas com 10 pg/ml de
OVA e adicionou-se entdo dilui¢gdes seriais de soros e isto foi incubado de
um dia para o outro a 4°C antes de detec¢do com uma IgG anti-
camundongo de cabra conjugada com HRP.

Fig. 8 - Expansfo de células T CD8" especificas para Melan
A com DC pulsadas com treitolceramida € pelo menos tdo efetiva quanto

com DC pulsadas com a-GalCer in vitro



A expansio de células T CD8'+ especificas para Melan
A com DC pulsadas com treitolceramida é pelo menos tdo efetiva
quanto com DC pulsadas com a-GalCer in vitro. A adi¢do de diferentes
analogos de a-GalCer e peptidio Melan-Ajs35 a PBMCs humanas
induziu maturagdo de DC e subseqiiente expansdo de células T CDS8"
especificas para Melan-A como avaliado por meio de anélise de
tetramero HLA-A2/Melan-A,q35. Citometria de fluxo de culturas nos
dias de 10 a 15 de PBMCs co-cultivadas com APCs irradiadas
autologas, pulsadas com peptidio Melan-A,¢ 35 foram manchadas com o
tetrdmero e FITC anti-CD8". Indica-se os percentuais de células
positivas para tetrdmero [tetrdmero’] como um percentual do total de
células CD8" + SE.

Fig. 9 - Derivados de o-GalCer a base de inositol sio
funcionais in vitro. DC derivadas de mondcitos humanos foram pulsadas
com 150 ng de diferentes andlogos de inositol e co-cultivadas com células
INKT durante 24 h. Os analogos de 6-deséxi- e 6-sulfono-mio-
inositolceramida foram apenas ligeiramente menos potentes do que o-
GalCer conforme avaliado por meio de regula¢do para cima de CD83 e
CD86. Numeros indicam a intensidade de fluorescéncia média do
histograma direcionado em células CD11c". 6-Desoxi e 6-sulfono-mio-
inositolceramida induzem produgdo significativa de (B) IL-12p40 e (C)
IFN-y por DC e células iINKT respectivamente nos sobrenadantes de DC
co- cultivadas e células iINKT. Sobrenadantes foram testados com ELISA e
revelam que 6-Deséxi-mio-inositolceramida induz liberacdo de
concentragOes similares de IL-12p40 e IFN-y aquelas observadas com a-
GalCer. A liberaggo de (D) IFN-g e (E) IL-4 de células iNKT apés 24 h em
cultura com células CD1d humanas de CIR pulsadas com a-GalCer, 6-
Desoxi- ou 6-Sulfono-mio-inositolceramida. Titulagdes dos analogos

sugerem que o TCR de célula INKT humana tem uma menor afinidade por



estes compostos.

SUMARIO DA INVENCAO
De acordo com a invengéo proporciona-se um composto de
formula I, |
O
2
”._, -R
COHNT
X : R,
l 2 = _R
O

-
[v3 r
mm&

o
L
Py

em que

R' representa uma porgdo hidrofébica adaptada para ocupar
o canal C' de CDId humanas, R® representa uma por¢do hidrofébica
adaptada para ocupar o canal A' de CD1d humanas, de tal forma que R'
preencha pelo menos 30% do volume ocupado do canal C' comparado com
o volume ocupado pelo nC14H29 terminal da cadeia esfingosina de o-
galactosilceramida quando ligado a CD1d humanas e R* preenche pelo
menos 30% do volume ocupado do canal A' comparado com o volume
ocupado pelo nC,sHs; terminal da cadeia acila de a-galactosilceramida
quando ligado a CD1d humana R’ representa hidrogénio ou OH,

R*e R° representa, cada um, hidrogénio e, adicionalmente,
quando R’ representa hidrogénio, R? ¢ R® em conjunto podem formar uma
ligagcdo simples,

X representa ou -CHA(CHOH),Y ou -
P(=0)(O)OCH,(CHOH),,Y, sendo que Y representa CHB,B,

n representa um numero inteiro de 1 a 4,

m representa 0 ou 1,

A representa hidrogénio, um de B; e B, representa H, OH

ou fenila, e o outro representa hidrogénio ou um de B; e B, representa
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hidroxila e o outro representa fenila, adicionalmente, quando n representa
4, entdo A, em conjunto com um de B; e B, forma, conjuntamente, uma
ligagdo simples e o outro de B; e B, representa H, OH ou OSO;H e sais
farmaceuticamente aceitaveis dos mesmos.

De acordo com a inveng&o nos também proporcionamos um
processo para a produgdo de compostos de féormula I, ou um sal dos
mesmos, ou um derivado farmaceuticamente aceitavel dos mesmos, que
compreendem a remogdo de um ou mais grupos protetores de um composto

de formula II correspondente,

X
HN™ "R2
X : R%
{5 : M Rﬂ R,I
ORP RO

II

em que XP representa X protegido, RP € um grupo protetor
de hidroxila, R representa um grupo hidroxila protegido ou um
hidrogénio e R', R?, R* ¢ R” sdo como definido acima.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Grupos protetores vantajosos em X” que podem ser usados
para proteger X incluem grupos protetores bem conhecidos por pessoas
versadas na arte da sintese de carboidratos, em particular para proteger
grupos hidroxila isolados e grupos hidroxila adjacentes. Exemplos de
grupos protetores sdo dados em Profecting Groups por PJ. Kocienski
(Editor, Thieme Publishing Group, ISBN 3131356030), cujo teor ¢
incorporado aqui por referéncia. Exemplos adicionais sio dados em
Carbohydrate Chemistry por Geert-Jan Boons (Editor, G. J. Boons,
Publisher, Springer, ISBN 0751403962), cujo teor é incorporado aqui por
referéncia.

Grupos protetores de OH particulares para X° incluem
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grupos bis-O-isopropilideno, bis-O-cicloexilideno, t-butildifenilsilila, alila
e benziloxi. A reagdo de desprotegdo pode ser realizada com acido
trifluoroacético em uma mistura de metanol:diclorometano a temperatura
ambiente ao longo de varios dias. A desprotecdo pode envolver Pd/C na
presenca de gas de hidrogénio em metanol ou mistura de metanol/EtOAc.
Onde o grupo X contém uma ligagdo O-P, a trietilamina também pode ser
adicionada para formar o sal de amonio.

Grupos protetores vantajosos para R” e R* incluem grupos
O-benzila e em que R’ e R’ formando em conjunto um grupo bis-O-
isopropilideno.

Compostos de férmula II, em que OR” e R* sdo grupos O-

benzila, R* é um grupo C,sHs;, e em que XP € representado pela férmula,

Bn® oBn

H
BnO

BnO
podem ser preparados por meio da redugdo de composto da

formula I1a, sendo que XP é

BnO oBn
ow

BnO
. BnO Ha

E onde OR” ¢ R, grupos R” sio definidos acima e onde
grupo W € grupo éster fenoxitiocarbonila. A rea¢do pode ser realizada com
hidreto de tributil estanho, AIBN em tolueno aquecido em refluxo durante
4 horas. ' a

Compostos de féormula Ila podem ser preparados a partir de
composto de féormula IIb em que XP € representado pela férmula,

BnO QB”

ow
BnO

| BnO b
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em que OR®, R® R’ sfo definidos acima e W é um
hidrogénio. A reacdo pode ser realizada com cloreto de fenoxitiocarbonila,
piridina, DMAP e diclorometano a temperatura ambiente durante 30
minutos.
Compostos de férmula IIb podem ser preparados a partir de
compostos de féormula IIc em que XP € representado pela formula,
BnO ng,
BRO~\n

QW
BnO He

sendo que OR", R*, R? sfo definidos acima e W é grupo
All. A reagdo pode ser realizada com cloreto de tris(trifenilfosfino)ruténio
(II), DBU, 90°C, 30 minutos seguido da adi¢do de 1M de HCl/acetona.
Compostos de formula II e Ilc podem ser preparados
reagindo-se compostos de formula III,
O

Lo o

em que R* ¢ definido acima, com um composto de férmula

HO

IV,

Ha
R%
5 7 R

u:lufz

xXP
! a
O R?
ORP Rt v
sendo que X, OR", R, R!, R* e R’ sdo definidos acima,
desde que X® ndo seja

BnO gp
H
BnO

BnO-

, a reacdo pode ser realizada com EDC, HOBt, TEA em
DMEF a 45°C durante 24 horas.
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Compostos de férmula III sdo obteniveis comercialmente ou
podem ser preparados de materiais comerciais por meio de métodos
convencionais per se.

Compostos de férmula IV podem ser preparados reagindo-

se compostos de férmula V,
N
Xo I R
oA <R
ORP R® vV

sendo que X?, OR", R**, R!, R* e R® sdo definidos acima. A
reacdo pode ser realizada com LiAlH; em éter a 0°C aquecendo-se a
temperatura ambiente ao longo de 1 hora.

Compostos de formula V, sendo que OR’ e R* sdo grupos

benzil6xi e sendo que XP é representado pela formula,

, ~QAll
BnO-~ '

wBﬁ@i AV

podem ser preparados por meio da prote¢do benzila a
compostos de férmula Va, sendo que OR” e R’ sdo definidos acima, e Xp

¢ representado pelo grupo,

Va

A reag@o pode ser realizada na presenca de NaH, BnBr,
DMF a temperatura ambiente durante 5 horas.

Compostos de férmula Va podem ser preparados por meio
da desprotegdo de composto de férmula Vb, sendo que OR®, R’ sdo

definidos acima e X" é representado pelo grupo,
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&
CAl
Bno&:ﬂ Al
BnO Vb

A reacgdo pode ser realizada na presen¢a de 4cido cloridrico
em uma mistura de tolueno/etanol,

Compostos de férmula V e Vb, podem ser preparados
reagindo compostos de formula VI,

N
: R

- R&

~ENY

HO R1

ORP RP VI

sendo que OR”, R*, R!, R* e R® sdo definidos acima com
um composto de féormula VII,

X-0-L  yn
e sendo que o grupo X’ é definido acima, exceto que o
grupo XP ndo € representado pela formula
BnO oBn
1 () 1
BnO : Al
BnO

A reagdo pode ser realizada na preseng¢a de hidreto de sodio

em THF, a 0°C aquecendo a temperatura ambiente de um dia para o outro.

Compostos de férmula VI sdo comercialmente obteniveis ou

podem ser preparados de materiais comercialmente obteniveis por meio de
métodos convencionais per se.

Compostos de formula VII podem ser preparados reagindo
compostos de férmula VIII,

XP-OH VIII
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sendo que X* € como definido acima com anidrido triflico
em diclorometano e 2,6-di-t-butilpiridina.

Compostos de féormula VIII sdo obteniveis comercialmente
ou podem ser preparados a partir de materiais comercialmente obteniveis
por meio de métodos convencionais per se. |

Ou, alternativamente, compostos de formula VIII podem

apresentar a forma de compostos da formula IX:
R® O
Ph)ﬁ I_on
O

Sendo que R’ é hidrogénio. Compostos de formula IX

podem ser preparados desprotegendo-se compostos de formula X,
R0
Ph/% ,&/OP
O
X

por meio de hidrogenagdo catalitica, sendo que o grupo R® ¢
definido acima, e grupo protetor P € um grupo benzila. A reagio pode ser
realizada com 10% de Pd/C, H,, em MeOH/EtOAc (2:3) de um dia para o
outro.

Compostos de formula X podem ser preparados a partir de

compostos de férmula XI,

sendo que P ¢ definido acima e R’ ¢ um éster de

fenoxitiocarbonila. A reagdo pode ser realizada com hidreto de tributil
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estanho, AIBN em tolueno aquecido em refluxo durante 4 horas.
Compostos de férmula XI podem ser preparados a partir do

composto de formula XII,

R .O
Ph)\r I_or
o)
| X

sendo que P ¢ definido acima e R? é um grupo hidroxila. A
reacdo pode ser realizada com cloreto de fenoxitiocarbonila, piridina,
DMAP e diclorometano a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Compostos de féormula XII sdo comercialmente obteniveis
ou podem ser preparados a partir de materiais comercialmente obteniveis
por meio de métodos convencionais per se.

Ou, também alternativamente, compostos de féormula VIII,

podem apresentar a forma de compostos da formula XIII,

OO |
: oP?
BnO-\, Op4

OBn X1
Sendo que P? é um hidrogénio e. P’ ¢, ou um grupo benzila
ou um grupo All. Compostos de féormula XIII podem ser preparados por

meio de protecdo de compostos de formula XIV com um grupo benzila,

5

(@)
: 0;:3
BnO-\~ Op?

OH XIV
Sendo que P*> e P’ ¢ definido acima. A reagéo pode ser

realizada com NaH, BnBr em tolueno aquecida em refluxo durante 10
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horas, seguido de separagdo de isdmeros.

Compostos de formula XIV sdo comercialmente obteniveis

ou podem ser preparados a partir de materiais comercialmente obteniveis

por meio de métodos convencionais per se.

Compostos de formula II, sendo que R? ¢ C,sHs;, ORY e R® P

em conjunto, formam um grupo protetor de bis-O-isopropilideno e XP é

representado pela féormula,

XV,

XVI

. O
XA 0
A o9

3
0OBn

podem ser preparados reagindo-se compostos de férmula

XV

OBn | XV1

A reag@o pode ser realizada com tetrazol em diclorometano

a temperatura ambiente durante 3 horas como um ativador, seguido de

adi¢do de t-BuOOH como um oxidante.

Compostos XV e XVI sdo comercialmente obteniveis ou

podem ser preparados a partir de materiais comercialmente obteniveis por

meio de métodos convencionais per se.
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Compostos de férmula III podem apresentar a forma de

compostos da férmula XVII

HO’U\ME""\Q

n=20,Q=CHy" ™

ou

n=17,Q=CHy >~ -

Compostos de férmula XVII podem ser preparados a partir

de compostos de XVIII, sendo que n e Q sdo definidos acima,

O

A reagdo pode ser realizada na presenga de NaOH (em que n
= 20) e LiOH (em que n = 17) aquecendo-se em refluxo em metanol
durante 2 horas, seguido da adi¢do de acido.

Compostos de férmula XVIII podem ser preparados a partir

de compostos de XIX,
O O

A reagdo pode ser realizada na presenga de brometo de
brometo de n-butiltrifenilfosfonio (em que n = 20), e brometo de
heptenotrifenilfosfénio (em que n = 17), com bis(trimetilsilil)amida de
sodio a -78°C de um dia para o outro.

Compostos de formula XIX podem ser preparados a partir

de compostos de XX, sendo que n € definido acima
O

|
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A reagdo pode ser realizada na presenga DMP em
diclorometano a temperatura ambiente durante de 3 a 4 horas.
Compostos de férmula XX podem ser preparados a partir de

compostos de XXI, sendo que n é definido acima

O

Haco’lLMf\omp KX

A reagdo pode ser realizada na presenga de p-TSA em
metanol durante de 3 a 4 horas.

Compostos de formula XXI podem ser preparados a partir
de compostos de XXII, sendo qué n € definido acima

O

HOJ‘L%\OTHP XXII

A reago pode ser realizada na presenga de diazometano em
THF ao longo de 4 horas a 0°C aquecendo-se a temperatura ambiente.

Compostos de formula XXII podem ser preparados a partir
de compostos de XXIII, sendo que m =9 (em que n = 20), e m = 6 (em que

n=17)
BrMg” ¢Tm OTHP ey

com um composto de féormula XXIV
0
107t e XXIV
A reacdo pode ser realizada na presenga de MeMgCl,
Li,CuCl, em THF a -20°C a temperatura ambiente ao longo de 16 horas.

Compostos de formula XXIII podem ser preparados a partir

de compostos de XXV, sendo que m € definido acima

B T OTHP gy
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A reagdo pode ser realizada na presenga de Mg, refluxo de
THF durante 4 horas.

Compostos de formula XXV podem ser preparados a partir
de compostos de XXVI, sendo que m € definido acima

Bl‘/\f’);/n\'OH XXVI

A reagdo pode ser realizada na presenca de 3,4-diidro-2H-
pirano, PPTS.

Compostos XXIV e XXVI sdo comercialmente obteniveis
ou podem ser preparados a partir de materiais comercialmente obteniveis
por meio de métodos convencionais per se.

Sais  farmaceuticamente aceitaveis vantajosos dos
compostos de féormula I com bases vantajosas. Exemplos de referidos sais
incluem sais de metal alcalino, p. ex., sddio e potssio, e metal alcalino
terroso, p. ex., calcio e magnésio.

O composto de féormula I podem ser obtido em forma de um
sal, vantajosamente um sal farmaceuticamente aceitavel.

Onde desejado, referidos sais podem ser convertidos as
bases livres usando-se métodos convencionais. Sais farmaceuticamente
aceitaveis podem ser preparados reagindo-se o composto de féormula I com
um 4cido ou base apropriada na presenca de um solvente vantajoso.

Os compostos de formula I podem apresentar tautomerismo,
eles também podem conter um ou mais atomos de carbono assimétricos e,
portanto, podem apresentar Optico e/ou  diastereoisomerismo.
Diastereoisdmeros podem ser separados usando-se técnicas convencionais,
p. ex. cromatografia ou cristaliza¢éo fracionada. Os varios isdmeros Opticos
podem ser isolados por meio de separa¢do de uma mistura racémica ou
outra mistura dos compostos usando-se técnicas convencionais, p. ex.

cristalizagdo fracionada ou HPLC. Alternativamente, os desejados isdmeros
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opticos podem ser preparados por meio de reagdo dos materiais de partida
opticamente ativos apropriados em condi¢des que ndo causam racemizagio.
Nos preferimos particularmente compostos de formula I em que a
estereoquimica a porg¢do hidrofilica é analoga aquela encontrada na porgéo
a-galactose de a-GalCer.

As condigdes para uma ocupagdo substancialmente plena de
ambos os canais A’ e C’, como apresentado por a-GalCer encontram-se
descritos detalhadamente em Koch et al, Nature Immunology, 6(8) 819 -
826 (2005). Em Koch et al, cavidades foram identificadas como superficies
acessiveis a moléculas de 4gua (raio, 1,4 A) mas nio sondas maiores (raio,
6 A) com o programa VOLUMES (R. Esnouf, University of Oxford,
Oxford, UK). A natureza aberta dos bolsos na superficie de
reconhecimento de TCR requereu imposi¢do de uma defini¢do auto-
consistente para o limite exterior do bolso, e, com base nisto os autores
calcularam os volumes do bolso para CDId, CDla e CDI1b de
camundongo, e também CD1d humana. Embora isto resultasse em algumas
diferengas em valores absolutos daqueles reportados antes, observou-se as
mesmas tendéncias relativas. Andlise de complementaridade de forma foi

realizada usando-se o programa SC (http://www.ccp4.ac.uk/ccp4i main.

html). Nés preferimos particularmente compostos de férmula I que se
ligam a CD1d humanas com uma boa complementaridade de forma, ou
seja, com um S maior do que 0,50, mais preferivelmente maior que 0,55,
particularmente maior do que 0,60.

A cadeia acila de 26 carbonos e a cadeia esfingosina de 18
carbonos de um a GalCer coube nos bolsos A’ e C’, respectivamente, com
boa complementaridade de forma (S. 0,61). O volume total destas
cavidades (1,400 A%) na fenda de ligagio de CD1d humana é preenchida
essencialmente com as cadeias de hidrocarboneto. A cadeia acila cabe no

bolso A' adotando-se uma curva circular no sentido contrario ao dos
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ponteiros do relégio como observado de acima da fenda de ligagdo,
enchendo o bolso. A cadeia esfingosina adota uma conformagio mais
estreita para caber no bolso C’ e termina na extremidade da fenda de
ligagdo. Assim, é provavel que a-GalCer apresente comprimentos de cadeia
lipidica maximos que sdo capazes de caber na fenda de liga¢do de antigeno
de CD1d humanas. Assim, nés preferimos que o comprimento de R” (a
cadeia acila) ndo exceda 25 ligagdes simples carbono-carbono de
comprimento e R" (a cadeia esfingosina) ndo exceda 13 ligagdes simples
carbono-carbono de comprimento. A partir de estudos de ligacdo
reportados na literatura, ¢ de conhecimento geral que duplas ligagdes
carbono-carbono podem ser substituidas por diversas das ligagdes simples
carbono-carbono, desde que as por¢des hidrofébicas ainda sejam capazes
de ocupar as conformagdes necessarias para ligagdo com seus respectivos
canais. Alguns estudos mostraram, por exemplo, que os canais sdo capazes
de aceitar radicais hidrofobicos relativamente volumosos, como fenila.

Nés preferimos compostos de formula I em que R' preenche
pelo menos 35%, mais preferivelmente pelo menos 60%, ainda mais
preferivelmente pelo menos 80% e, particularmente, pelo menos 90% do
volume ocupado do canal C' como definido acima.

Prefere-se compostos de formula I em que R? preenche pelo
menos 40%, mais preferivelmente pelo menos 50%, ainda mais
preferivelmente pelo menos 60%, particularmente pelo menos 70% e,
particularmente, pelo menos 80% do volume ocupado do canal A' como
definido previamente.

A partir de estudos de difrago de raios-X e experimentos de
modelagem, parece que quando o grupo R® é mais curto do que o
comprimento maximo preferido, o espago remanescente pode ser ocupado
por moléculas "espacadoras" que ocorrem naturalmente no corpo e que sdo

suficientemente disponiveis para ocupar espacos vazios na molécula de
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CD1d. Referidas moléculas espagadoras sdo lipideos, e analogos. Em
virtude disto, compostos de formula 1 em que R? é um tanto menor do que
0 necessario para ocupa¢do maxima do canal A' ainda se ligardo bem a
molécula de CD1d.

De preferéncia, R? tem um comprimento de pelo menos uma
unidade de carbono (i.e. metila), mais preferivelmente pelo menos 5
unidades de carbono de comprimento e, particularmente, pelo menos 8
unidades de carbono de comprimento. Nos preferimos compostos de
férmula 1 em que R” representa uma cadeia de hidrocarboneto linear
saturada ou insaturada contendo de 1 a 25, mais preferivelmente 5 a 25 e,
particularmente, 8 a 25 atomos de carbono.

Parece que a ligacdo da cadeia esfingosina é mais
dependente da proporgdo de ocupagdo do canal C’, do que a ligacdo da
cadeia acila ao canal A', pelo fato de que a ocupagdo deste canal por
moléculas espagadoras ainda ndo foi, que o saibam os inventores,
observada até aqui. Assim, R' tem, de preferéncia, pelo menos 5 ligagdes
simples carbono-carbono de comprimento, mais preferivelmente pelo
menos 11 liga¢cdes simples carbono-carbono de comprimento e,
particularmente, 12 ou 13 ligagdes simples carbono-carbono de
comprimento.

Prefere-se compostos de formula I, sendo que um ou ambos
de R' ou R® contém uma ou mais duplas ligagGes. Nos preferimos
particularmente aqueles compostos em que um ou ambos de R' ou R?
contém uma, duas ou trés duplas ligagdes. Nos preferimos aqueles
compostos em que R? contém duplas ligagdes.

Prefere-se aqueles compostos em que as duplas ligagdes sdo
cis (Z).

Prefere-se aqueles compostos em que X representa

CHA(CHOH),CHB;B.
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Prefere-se compostos de formula I em que X representa
CH,(CHOH),CHBB;,

Prefere-se compostos de formula I em que n representa 1, 2
ou 3, especificamente 2.

Prefere-se compostos de formula I e em que n representa 2
que se encontra na configuracgéo treo, em oposigéo a configuragio erito.

Prefere-se compostos de formula I em que R® representa
hidrogénio.

Prefere-se compostos de formula I em que R* e R
representam, ambos, hidrogénio.

Prefere-se compostos de féormula I em que um de B, e B,
representa hidrogénio e o outro representa hidroxila.

Prefere-se compostos de féormula I em que m representa 1

Prefere-se compostos de formula I em que Y representa
CH,OH, CH,PH ou C(OH)(Ph). No6s preferimos particularmente
compostos em que Y representa CH,OH.

Prefere-se também compostos de féormula I em que n
representa 4, e em que A e B' ¢ B* formam, em conjunto, uma ligagdo
simples e o outro de B' e B> é OH ou OSO;H.

A capacidade dos compostos de formula I de modular
respostas imunes especificas para antigeno permite que os compostos sejam
uteis na terapia do céancer, vacinas preventivas e terapéuticas, alergias e
doengas auto-imunes.

De acordo com a invengdo proporciona-se também um
composto de férmula I para uso como um medicamento.

De acordo com a invengdo proporciona-se também um
método de proteger um sujeito mamifero contra, ou de tratar, um virus,
infec¢do microbiana, parasita, uma doenga auto-imune, cincer, alergia ou

asma que compreende administrar ao sujeito uma quantidade
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farmaceuticamente efetiva de um composto de acordo com a invengdo que
apresenta atividade farmacéutica contra, ou de tratar, um virus do tipo
referido, infecgdo microbiana, parasita, uma doenga auto-imune, cancer,
alergia ou asma.

De acordo com a inveng@o nds também proporcionamos o
uso de compostos de férmula I e seus sais na preparacio de um
medicamento para o tratamento ou profilaxia de um virus, infecgdo
microbiana, parasita, uma doenga auto-imune, cancer, alergia ou asma. Em
particular, os compostos de formula I podem ser usados no tratamento ou
profilaxia das doengas a seguir:

Cénceres: Por exemplo Carcinoma de Células Basais,
Cancer de Mama

Leucemia, Linfoma de Burkitt, Cancer do Colo, Cancer do
Eso6fago, Cancer da Bexiga, Cancer Gastrico, Cancer da Cabeca e Pescogo,
Céncer Hepatocelular, Linfoma de Hodgkin, Leucemia de Células Peludas,
Tumor de Wilms, Cancer da Tire6ide, Timoma e Carcinoma Timico,
Cancer Testicular, Linfoma de Células T, Cancer da Prostata, Cancer do
Pulmio de Células ndo-Pequenas, Cancer do Figado, Cincer de Células
Renais, e Melanoma.

Infecgdes virais que podem ser mencionadas incluem:

Hepatite Viral, por exemplo, HBV, HCV;

Infeccdo por herpes virus, por exemplo, virus Herpes
simplex.

Outros virus tropicos da pele, como virus do papiloma
humano.

Virus trépicos do pulméo, como virus da influenza ou virus
sincicial respiratorio.

Infecgbes virais cronicas ou agudas com HIV, EBV ou

CMV ou combinagdes de infec¢bes virais ou infecgdes virais e bacterianas.
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Infecgdes bacterianas do pulmfo com, por exemplo, Haemophilus
influenzae ou micobactérias, por exemplo, Mycobacterium tuberculosis e
infec¢bes bacterianas do intestino, por exemplo, Helicobacter pylori ou o
Staphylococcus aureus similar a pele.

Asma, asma induzida com alérgeno, dermatite de contato,
psoriase, doenca de Crohn.

Mais particularmente, doengas que podem ser tratadas com
compostos de formula I sdo [infecgdo por] virus, infec¢do microbiana,
parasita, cancer.

Os compostos de férmula I podem ser usados sozinho ou em
combinagdo com outros agentes terapéuticos. Combinag¢des com outros
agentes terapéuticos incluem:

Moduladores imunes, como anticorpo anti CD40/CD40L,
anticorpo bloqueador de anti-CTLA-4 ou moduladores imunes baseados
em LAG3 soluvel, agonistas de receptor similar a Toll, como MPL, CpG,
RNA de filamento simples, nucleotideos, analogos de nucleotidios, como
CL087 ou loxoribina, acido poliinosina-policitidilico, flagelina, resiquimod
ou immiquimod, gardiquimod entre outros. Ligantes NOD, como
dipeptidio de Muramila, Murabutida ou Peptidoglicano, dipeptidio de
Muramila entre outros. Anti-virais, como fosfato de oseltamivir,
antifungicos, como Anfotericina B e antibidticos. Anticorpos antivirais,
como palivizumab.

Outras combinages uteis incluem outros terapaicos imunes
para céncer, como herceptina, alemtuzumab, gemtuzumab, rituximab,
ibritumomab tiuxetano e outros tratamentos de cincer a base de anticorpos
monoclonais. Agentes quimioterapicos, inibidores de quinase, como
Imatinib ou Erlotinib ou agentes citotoxicos, como ciclofosfamida. Anti-
asmaticos e anti-histaminas e drogas antiinflamatérias também poderiam

ser usados em combinagdo. Outras combinagBes potenciais incluem
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adjuvantes de vacina, como particulas similares a virus (VLPs, virus-like
particles), liposomas, e células apresentadoras de antigenos artificiais. Pode
ser usado como um aditivo na terapia de células vivas, por exemplo,
imunoterapia baseada em DC. Outras combinagdes potenciais incluem
anticorpos bloqueadores de citocina ou quimiocina, como infliximab,
Adalimumab e basiliximab.

Proporcionou-se também uma composi¢do farmacéutica
compreendendo um composto de acordo com a inven¢do em mistura com
um excipiente, carreador ou adjuvante farmaceuticamente aceitavel.
Referidas formulagdes sdo geralmente bem conhecidas pela pessoa versada
na arte e podem ser analogas aquelas descritas nas EP 0 609 437B, EP-A-1
437 358 e WO 2004/028475, cujos teores sdo incorporados aqui por
referéncia.

Composi¢es em uma forma vantajosa para administragio
topica no pulmio incluem aerosséis, p. ex. composigdes em pd
pressurizadas ou ndo-pressurizadas;

Composi¢des em uma forma vantajosa para administragio
esofagal incluem tabletes, capsulas e drageas;

Composigdes em uma forma vantajosa para administracio
na pele incluem cremes, p. ex. emulsdes dleo-em-agua ou emulsdes dgua-
em-0leo;

Composi¢des em uma forma vantajosa para administracio
intravenosa incluem injegdes e infusdes; e composi¢des em uma forma
vantajosa para administragdo no olho incluem gotas e ungiientos.

De acordo com a invengéo proporciona-se também uma
composi¢do farmacéutica compreendendo, de preferéncia, menos de 80% e
mais preferivelmente menos de 50% em peso de um composto de férmula I
ou um derivado farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em mistura com

um diluente ou carreador farmaceuticamente aceitavel.
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Exemplos de referidos diluentes e carreadores sdo: para
tabletes e drageas - lactose, amido, talco, 4cido estedrico; para capsulas -
acido tartarico ou lactose; e para solugBes injetaveis - agua, alcoois,
glicerina, 6leo vegetais.

Quando o composto de formula I for administrado no
pulmio ele pode ser inalado como um p6 que pode ser pressurizado ou néo-
pressurizado. Composig¢des de pd pressurizado dos compostos de formula 1
podem conter um propelente de gas liquefeito ou um gas comprimido. Em
composi¢des de pod nﬁd-pressurizado o ingrediente ativo em forma
finamente dividida pode ser usado em mistura com um carreador
farmaceuticamente aceitavel de maior tamanho compreendendo particulas
com até, por exemplo, 100 um de didmetro.

Carreadores inertes vantajosos incluem, p. ex., lactose
cristalina.

Para os usos mencionados acima, as doses administradas
variardo evidentemente com o composto empregado, o modo de
administragdo e o tratamento desejado. No entanto, em geral, obtém-se
resultados satisfatérios quando o composto de formula I € administrado em
dosagem didria de cerca de 1 pg a cerca de 20 mg por kg de peso corporal
animal, de preferéncia, dada em doses divididas de 1 a 4 vezes por dia ou
em forma de liberagdo sustentada.

Para o Homem, a dose diéria total situa-se na faixa de 70 pg
a 1.400 mg e formas de dosagem unitaria vantajosas para administra¢io
compreendem de 20 mg a 1.400 mg do composto misturado com um
diluente ou carreador farmacéutico sélido ou liquido.

Os compostos de formula I apresentam a vantagem de que
sdo menos toxicos, mais eficazes, t€m agdo mais prolongada, possuem
maior faixa de atividade, sio mais potentes, produzem menos efeitos

colaterais, sdo mais facilmente absorvidos ou possuem outras propriedades
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farmacolégicas tteis, do que compostos com estrutura similar, por exemplo
GalCer.

Varios dos andlogos da presente invengdo apresentaram
excelente atividade imunomoduladora conforme evidenciado pelo fato de
que (a) analogos atuaram como imunoestimuladores ou adjuvantes quando
injetados em camundongos juntamente com antigenos como evidenciado
pela geracdo de respostas IgG especificas para antigeno, ou respostas de
linfocitos T CD8" citotoxicos especificos para antigeno, ou como
evidenciado pela prote¢do de camundongos contra a morte quando se
injetou andlogos como monoterapia em animais, tanto em modelos
protetores e estabelecidos de crescimento de tumor.

Adicionalmente, andlogos atuaram como imunostimulantes
quando injetados como monoterapia em camundongos, como evidenciado
pela indugdo de respostas de IL-12, ou como evidenciado pela protegdo de
camundongos contra perda de peso e/ou morte em modelos estabelecidos
de infeccdo por influenza.

Adicionalmente, andlogos atuaram como imunostimulantes
ou adjuvantes quando adicionados a amostras de linfocitos do sangue
periférico humano (TBLs', human peripheral blood lymphocytes) como
evidenciado pela indugdo de marcadores de maturagdo de células
dendriticas em referidas amostras de PBL, ou quando adicionados a
amostras de PBLs humanos que foram pulsados com a adi¢do do peptidio
MelanA26-35 imunogénico conhecido, ELAGIGILTV (SEQ ID NO: 1),
como evidenciado pela indugdo de células T CD8" que foram especificas
para o peptidio MelanA26-35 alvo.

E importante observar que muitos andlogos de aGal-Cer do
estado da técnica induzem respostas tio fortes de citocina de NKT in vivo
que células NKT sd@o levadas a um estado ndo-responsivo e tornam-se

refratdrias a imunoestimulagfo adicional, ver, Parekh et al., J. Clin. Invest.,
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115:2572-2583 (2005).

Em contraste a compostos do estado da técnica,
determinados andlogos da presente inven¢do sdo indutores altamente
efetivos da maturagdo de células dendriticas humanas, a0 mesmo tempo
que produzem respostas de citocinas de NKT meramente limitadas em
células NKT humanas, em comparagdo com aGal-Cer. Referida separagio
de estimulagdo de células dendriticas e conseqiiente matura¢do na auséncia
de secregdo de citocina de NKT é um aspecto tnico da presente invengo.

Antecipa-se que este aspecto Unico e inédito permite
estimulagdo repetida de células dendriticas sem exaustdo ou deplegdo da
populagdo de células NKT apés administragdo de compostos da presente
invencdo.

Nos exemplos a seguir descreve-se moléculas novas,
juntamente com métodos para sua sintese. Estes exemplos sdo seguidos
mostrando-se as propriedades imunomoduladoras destas moléculas.

A estimulacdo referida acima pode proporcionar prote¢do
contra condi¢bes em que é desejavel que o sistema imunoldgico responda
efetivamente, como doenga infecciosa ou cincer.

Adicionalmente, compostos da inven¢do podem ser usados
em combina¢do com ligantes de TLR, como poli LC (TLR3), MPL
(TLR4), imiquimod (TLR?7), R848 (TLR8) ou CpG (TLR9) para produzir
uma estimulagdo imune incrementada e protegdo resultante de condicdes
em que € desejavel que o sistema imunoldgico responda efetivamente,
como doenga infecciosa ou cancer.

Compostos da inven¢do também podem ser usados como
imuno-estimulantes ou adjuvantes em uso combinado com materiais de
antigeno, como, sem limitagdo, proteinas, peptidios, ou 4cidos nucleicos
etc. para produzir respostas imunes protetoras, como uma resposta de

anticorpo de IgG e células B, ao antigeno administrado.



31

Compostos da invengdo também podem ser usados como
imunoestimulantes ou adjuvantes em uso combinado com materiais de
antigeno, como, sem limitagdo, proteinas, peptidios, ou acidos nucleicos
etc. para produzir respostas imunes protetoras, como uma resposta de CTL
ou células T ao antigeno administrado.

Referidos materiais de antigeno poderiam ser quaisquer
materiais vantajosos para preven¢do ou terapia daquela doenga particular.
Especificamente com relagdo ao céncer, exemplos de antigenos de proteina
e peptidio associados com tumor que podem ser administrados para induzir
ou incrementar uma resposta imune sdo derivados de genes associados com
tumor e proteinas codificadas, incluindo MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-
A3, MAGE-A4, MAGE-AS, MAGE-A6, MAGE-A7, MAGE-A8, MAGE-
A9, MAGE-A10, MAGE-A1l, MAGE-A12, MAGE-A13, GAGE-1,
GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5, GAGE-6, GAGE-7, GAGE-8,
BAGE-1, RAGE- 1, LB33/MUM-1, PRAME, NAG, MAGE-Xp2 (MAGE-
B2), MAGE-Xp3 (MAGE-B3), MAGE-Xp4 (MAGE-B4), tirosinase,
glicogénio fosforilase de cérebro, Melan-A, MAGE-C1, MAGE-C2, NY-
ESO-1, LAGE-1, SSX-1, SSX-2(HOM-MEL-40), SSX-1, SSX-4, SSX-5,
SCP-1 e CT-7. Por exemplo, peptidios antigénicos caracteristicos de
tumores incluem aqueles listados no pedido PCT publicado WO00/20581
(PCT/US99/21230).

Os compostos da invengdo sdo eficazes tanto in vitro como
in vivo, e tanto em camundongos como em humanos, como se mostrou.
Assim, um aspecto da invengdo refere-se a estimular uma resposta imune
em um sujeito, por meio de administragdo de um ou mais dos compostos da
invengdo com ou sem uma molécula antigénica, numa quantidade
suficiente para estimular uma resposta imune favoravel em referidos
sujeito.

Esta claro que composi¢des e ou kits, compreendendo um
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ou mais dos derivados da invengdo, em conjunto com um ou mais peptidios
ou proteinas (como composigdes), ou como porgdes separadas de derivado
e proteina ou peptidio, (como kits), sdo outra caracteristica da invengio.

Outras facetas da invengdo estarfio claras para a pessoa
versada e ndo precisam ser reiteradas aqui.

Ha dois pardmetros principais que determinam a ativagio de
células NKT por seu ligante CD1d,

1) A afinidade do TCR de /NKT a CDI1d (amplamente
determinado pela natureza do ligante ligado a CD1d).

2) A estabilidade do complexo de CD1d (determinado pela
natureza do ligante ligado a CD1d).

Andlises estruturais, cinéticas e funcionais combinadas da
ligacdo de TCR soluvel a complexos CDI1d-lipideo e ativacdo de células
NKT invariantes (iINKT) forneceram compreensdes importantes sobre a
identificagdo otima de agonistas de células iINKT para uso clinico. O
objetivo destes estudos consistiu em identificar agonistas de células iINKT
que, diferentemente de a-Galactosilceramida (a-GalCer), foram capazes de
preencher 3 critérios: a) capacidade de induzir ativagdo de células iINKT,
sem super-estimula¢do de células /INKT para minimizar tempestade de
citocinas e lise de células dendriticas (DC, Dendritic Cells) dependente de
c€lulas iINKT; b) capacidade de assegurar maturagdo de DC c) capacidade
de assegurar preparagdo 6tima de células T especificas para antigeno.

O conhecimento derivado da estrutura de TCRs especificos
para CD1d-a-GalCer (Gadola, Koch et al, J Exp Med, 2006, 203; 699-710)
e da estrutura de moléculas CD1d humanas vazias e carregadas com a-
GalCer (Koch, Strange et al, Nat Immunol, 2005, 6; 819-26) suscitaram-
nos a realizar uma série de experimentos cinéticos e funcionais para avaliar
o papel da cabega polar € o comprimento e saturagdo de cadeias alquila de

a-GalCer no controle da taxa de dissociagdo de lipideos ligados a



33

moléculas CD1d, e a afinidade de ligag&o de TCR especifico para lipideo.

Para tratar destas questdes, nés manipulamos dois reagentes:
i) Um TCR soluvel de um clone de célula iNKT e ii) um anticorpo
especifico para complexo CD1d-a-GalCer. Usando estes dois reagentes nés
realizamos estudos cinéticos e funcionais combinados para comparar a
afinidade da ligagdo de TCR de iNKT a moléculas CD1d humanas
carregadas com a-GalCer ou seus andlogos com cadeias esfingosina e acila
truncadas ou cabegas polares modificadas.

Papel do comprimento de lipideos no controle da

estabilidade de complexos CDIl1d/lipideo iNKT e na modulacio da

afinidade de ligacdo de TCR ao complexo CD1d-lipideo.

Foram redobrados in vitro monémeros de CD1d reduzidos e
biotinilados, e carregamos os mesmos com uma faixa de analogos de o-
GalCer com cadeias esfingosina ou acila truncadas. Em seguida, nés
analisamos independentemente a taxa de dissociagdo dos analogos de
moléculas de CD1d e a afinidade de ligagdo a um TCR de iNKT soluvel.

Foram testados a-GalCer e (2S5,3S,4R)-1-O-(0-p-
galactopiranosil)-N—tetracosanoi1—2-amino-1,3,4—nonanotriol (referido a
seguir como OCH), que apresenta uma cadeia esfingosina mais curta do
que a-GalCer e que apresentou previamente ligagdo com moléculas CD1d
de camundongo com uma meija-vida menor, resultando numa ativagio mais
fraca de células /INKT de camundongo (Miyamoto, Miyake et al, Nature,
2001, 413; 531-4, Old, Chiba et al, J Clin Invest, 2004, 113; 1631-40).

Para medir a taxa de dissocia¢do de moléculas CD1d, nos
geramos, por meio de biblioteca de apresentagdo de fago, um anticorpo Fab
especifico para moléculas CD1d carregado com a-GalCer (referido a seguir
como 9B Fab), medicdes iniciais Biacore e manchamento com FACS de
células CIR-CD1d pulsadas com lipideo demonstraram que o Fab 9B

reconheceu especificamente moléculas CD1d humanas carregadas com
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todos os compostos testados, embora falhasse em manchar células C1R-
CD1d impulsadas (dados ndo mostrados). Usando o Fab 9B nés
verificamos a taxa de dissociagdo de todos os compostos testados de
moléculas CD1d humanas soluveis usando ressonincia do plasmon de
superficie. Complexos de CD1d-lipideo biotinilados foram imobilizados
sobre cavacos [chips] revestidos com estreptavidina e mediu-se ao longo do
tempo o nivel de ligacdo do Fab 9B. A perda de ligagdo do anticorpo ao
longo do tempo foi usada para determinar a taxa de dissociagdo de lipideo
de moléculas CD1d.

Resultados: OCH apresentou uma taxa de dissociag¢do 3,9
vezes mais rapida do que a-GalCer, respectivamente (Fig. 1). Estes
resultados foram consistentes com dados previamente publicados,
demonstrando que a estabilidade de glicolipideos ligados a moléculas
CD1d depende do comprimento das cadeias alquila (Old, Chiba et al, J
Clin Invest, 2004, 113; 1631-40).

Foi avaliado entdo se o comprimento das cadeias acila e
esfingosina poderia afetar a afinidade da liga¢do de TCR de iNKT ao
complexo glicolipideo-CD1d. Nés redobramos cadeias Va24 e VB11 do
TCR de iNKT como previamente descrito (Gadola, Koch et al, J Exp Med,
2006, 203; 699-710) e usamos o TCR de iNKT purificado e redobrado em
estudos de ressondncia do plasmon de superficie contra mondmeros de
CD1d biotinilados imobilizados carregados com a-GalCer ou OCH. Os
resultados destes experimentos demonstraram que um aumento do
comprimento da cadeia esfingosina correlacionou-se com um aumento da
afinidade de liga¢do de TCR, sugerindo que uma redugdo do comprimento
da cadeia de lipideo afeta negativamente a afinidade de ligagdo de TCR a
complexos lipideo-CD1d (Fig. 2).

Conclusbes: A estrutura cristalina de CDId humanas-

GalCer demonstrou que a-GalCer explora totalmente a capacidade de
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ligacdo de CD1d. Usando ressonincia do plasmon de superficie, nds
verificamos que: i) encurtamento de qualquer uma das cadeias alquila
reduziu significativamente a estabilidade de complexos CD1d/lipideo (Fig.
1 e dados ndo mostrados); ii) encurtamento da cadeia esfingosina de a-
GalCer reduz a afinidade de TCR de células iNKT em 100 vezes (Fig. 2),
resultando em alteragdes na sinapse imunolégica de células iNKT,
polarizaco de granulos citotoxicos de células iINKT e ativagdo de células
INKT (dados no mostrados). Em contraste, variagdes do comprimento ou
a saturacdo da cadeia acila ndo altera afinidade de TCR de células iNKT
(dados ndo mostrados). Analise de estruturas previamente reportadas de
moléculas CD1d humanas vazias e carregadas sugere que a ocupagio
incompleta da fenda de ligagio por uma cadeia esfingosina encurtada
poderia resultar em diferengas conformacionais na superficie de
reconhecimento do TCR. Este efeito indireto proporciona um mecanismo
geral por meio do qual o comprimento da cadeia lipidica que ocupa o canal
C' de CD1d desempenha um papel no controle da afinidade de células T
restritas a CD1d especificas para lipideo.

A modulagdo observada da afinidade de ligagdo de TCR do
complexo OCH/CD1d ¢ obtida, portanto, ao custo de maior instabilidade
do complexo CDId lipideo, causada pela cadeia esfingosina encurtada.
Como agonistas de células NKT com cadeias esfingosina mais curtas
apresentardo uma menor duracdo de vida in vivo, nos objetivamos definir
uma nova familia de compostos capazes de se ligarem com alta afinidade a
CD1d. Referida nova classe de moléculas poderia dotar-nos com uma
oportunidade de realizar o ajuste fino da faixa de afinidade de ligacdo entre
o0 TCR de NKT e os complexos CD1d/lipideo.

Modificacio da cabeca polar.

1. Derivados de glicerol ceramida

Afinidade menor do TCR invariante por analogos de a-
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GalCer.

Para caracterizar a afinidade de analogos de a-GalCer,
gerou-se mondmeros de hCDIld biotinilados usando protocolos
previamente descritos (Karadimitris, Gadola et al, Proc Natl Acad Sci U S
A4, 2001, 98; 3294-8) ligados aos diferentes analogos. Realizou-se analise
de ressondncia de plasmon de superficie (Biacore) usando um TCR de
Vo24"/VB11" invariante humano ligado a dissulfeto solavel (Gadola, Koch
et al, J Exp Med, 2006, 203; 699-710) para medir as constantes de
dissociacdo em equilibrio (Ky) da ligagdo do TCR aos diferentes
monomeros (Fig. 3).

A K4 da ligagdo de TCR ao mondémero contendo a-GalCer
foi de 1,29 uM, enquanto que aquela da treitolceramida foi [afinidade]
menor a 5,78 pM. A ligagdo do TCR aos mondémeros de treitolamina 4S e
4R foi ligeiramente maior do que a treitolamina ndo-modificada a 3,84 uM
e 4,25 uM respectivamente.

Diferengas na medigéo cinética da taxa de dissociagdo (Kog)
entre o TCR e os diferentes mondmeros apresentaram magnitude similar
entre os analogos como nos estudos de equilibrio (Fig. 3) com 0,37s™ para
a-GalCer e 0,506 e 0,650s™ para os derivados de treitolceramida 4R e 4S
respectivamente. A K& mais répida dos testados foi com o andlogo de
treitolceramida ndo modificado a 1,04s™ indicativo de uma menor interagdo
de afinidade. E tentador especular que a diferenca de afinidade observada
entre as variantes 4S e 4R tenha se devido a maior estabilidade do grupo
principal de fenil-treitol interagindo com o TCR. Estes dados sugerem que
a estrutura previamente gerada pode ser util no projeto racional de analogos
de ligagdo de CD1d que podem apresentar diferentes propriedades a a-
GalCer.

Em um esforco para identificar os radicais minimos

necessarios para estimular células iINKT, nés decidimos gerar uma familia
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de compostos que conservam alta afinidade por moléculas CD1d (i.e. com
maximo comprimento de ambas as cadeias alquila), e contendo, ou um 3-
carbono i.e. grupo principal emulando glicerol), um 4-carbono (i.e. grupo
principal emulando treitol, referido a seguir como treitol-ceramida ) ou um
5-carbono (i.e. grupo principal emulando arabinitol).

DC humanas imaturas foram cultivadas na presen¢a de um
clone de células INKT humanas com ou sem analogos ou carreador em
diferentes concentra¢des. Apos 24 horas, DC foram analisadas por meio de
citometria de fluxo para a regulagdo para cima de diferentes marcadores de
matura¢do, a-GalCer induziu significativa regulag¢do para cima de todos os
marcadores examinados (CD83; CD86 e CD38) (Fig 4 e dados nio-
publicados). Em cada caso, o grau de maturagio observado com um
analogo foi reduzido em compara¢do com a-GalCer. Treitolceramida foi
mais potente do que glicerolceramida e arabinitolceramida, enquanto que
modificacdes nas variantes fenila 4R-treitolceramida e 4S-treitolceramida
ndo parecem ter afetado sua fungdo. E interessante observar que a
arabinitolceramida pareceu ser apenas fracamente funcional neste sistema,
que pode ser significativa e indica o grau de interagdo necessario para
estimulagdo através do TCR invariante humano.

Libera¢do de IL-12p40 (e p75 bioativo) por DC é um
marcador de ativagdo e considera-se que desempenha um papel importante
na regulagcdo do perfil da resposta imune gerada em resposta a estas DC
(Trinchieri ef al, Nat Rev Immunol, 2003, 3; 133-46). IL-12p40 foi medido
a partir dos sobrenadantes das culturas mistas e a concentragdo de IL-12p40
liberada (Fig. 4B) refletiu as respostas de maturag¢do previamente descritas
(Fig. 4A). a-GalCer induziu niveis significativos de IL-12p40, enquanto
que treitolceramida e glicerolceramida induziu aproximadamente 50% do
nivel observado na presenga de a-GalCer. Ambas, treitolceramida 4R e 4S,

induziram uma resposta menos potente, enquanto que se detectou pouca IL-
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12p40 na presenga de arabinitolceramida.

Obteve-se respostas similares quando se examinou a
ativagdo de células /INKT. A liberagdo de IFN-y pelas células iNKT em
resposta a estimulagdo por andlogos apresentados por DC induziu
aproximadamente 40 ng/ml de IFN-y na presen¢a de o-GalCer, 20 ng/ml
com treitolceramida e glicerolceramida e ndo se detectou qualquer IFNy
detectavel quando se adicionou arabinitolceramida a cultura (Fig. 4C).

A partir destes ensaios verificou-se que treitolceramida é um
andlogo de o-GalCer potente, com menor afinidade. Para comparar as
fungdes de a-GalCer com alta afinidade, tretitolceramida com afinidade
intermediaria, com o conhecido analogo de OCH com baixa afinidade, os
trés compostos foram titulados sobre DC e usados para apresentar [] a
células iINKT. A maturagdo de DC e a viabilidade de DC foram examinadas
apos 48 horas. Embora a-GalCer induzisse méaxima matura¢io de DC
mesmo a 0,8 ng/ml, em comparagdo com 67 ng/ml para treitolceramida ou
OCH, nas mesmas concentragdes (Fig. 4D), apenas 10% de DC ainda se
mostravam viaveis quando estimulava com a-GalCer, enquanto que uma
proporgdo significativamente maior de DC foi negativa para iodeto de
propidio quando se usou qualquer um dos analogos (Fig 4E). Estes dados
mostram que treitolceramida pode induzir boas respostas funcionais de
células iINKT in vitro, enquanto mantém significativa viabilidade de DC em
comparagdo com a-GalCer.

Estes dados sugerem que analogos de a-GalCer com menor
afinidade podem estimular maturagdo potente de DC dependente de células
INKT sem a significativa eliminacdo observada com o-GalCer.
Diferentemente de OCH, treitolceramida deveria ter a mesma afinidade de
ligacdo por CD1d que a esfingosina e cadeias acila sdo idénticas aquelas
em a-GalCer.

Os experimentos a seguir exemplificam adicionalmente usos
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potenciais desta nova classe de ligantes de CD1d:

A estimulagdo de células NKT com a-GalCer no contexto
de CDId induz rapidamente liberagdo de niveis significativos de uma
quantidade de citocinas, incluindo IFN-y e IL-4 (Burdin, Brossay et al, J
Immunol, 1998, 161; 3271-81), IL-3 e GM-CSF (Leite-de-Moraes,
Lisbonne et al, Eur J Immunol, 2002, 32; 1897-904) com outros tipos de
células a jusante incluindo ativagdo de DC (Kitamura, Iwakabe et al, J Exp
Med, 1999, 189; 1121-8) e células NK (Carnaud, Lee et al, J Immunol,
1999, 163; 4647-50). Mostrou-se que analogos, como OCH (Miyamoto,
Miyake et al, Nature, 2001, 413; 531-4) e 20:2 (Yu, Im et al, Proc Natl
Acad Sci U S A4, 2005, 102; 3383-8) induzem uma resposta de citocina
modificada, com liberagdo de IL-4 mas com pouca ou nenhuma IFN-y.
Injecéo de glicerolceramida em camundongos de tipo selvagem néo induziu
qualquer liberagdo detectdvel de citocina (Fig 5. B e C) como seria de se
esperar pela falta de DC dependentes de células iNKGT (Fig. 5A). No
entanto, quando se injetou treitolceramida ou arabintolceramida, IL-4 (Fig.
4B), IFN-y (Fig. 5C) e IL-12p40/70 (dados ndo mostrados) foram
detectadas no soro com um decurso similar aquele observado com a-
GalCer. Ambos os compostos foram menos potentes do que a-GalCer em
doses equivalentes. Nenhum composto mostrou uma resposta enviesada de
citocina Th2 como observado com OCH (Miyamoto, Miyake et al, Nature,
2001, 413; 531-4, Silk, Hermans et al, J Clin Invest, 2004, 114; 1800-11).

Funcdo adjuvante de analogos de a-GalCer induz efetivas

respostas de células T especificas para tumor, iz vivo.

Previamente, nds e outros mostramos que a co-injecdo de
antigenos modelo, como OVA (Silk, Hermans et al, J Clin Invest, 2004,
114; 1800-11, Fujii, Shimizu et al, J Exp Med, 2003, 198; 267-79,
Hermans, Silk et al, J Immunol, 2003, 171; 5140-7) e B-galactosidase (Silk,
Hermans et al, J Clin Invest, 2004, 114; 1800-11) em conjunto com o-



40

GalCer induz respostas incrementadas de células B e células T CDS",
CD4". Estas foram efetivas para terapia contra células de tumor
expressando o antigeno-alvo. Os diversos analogos foram co-injetados com
OVA em camundongos de tipo selvagem, e 6 dias mais tarde examinou-se
o sangue quanto a presenga de células T CD8" especificas para antigeno
usando tetrdmeros K°-SIINFEKL fluorescentes. Ambas, arabintolceramida
e treitolceramida, induziram uma significativa resposta de células T CD8"
apos 6 dias, embora de forma menos potente do que a-GalCer, enquanto
que glicerolceramida nédo o fez (Fig. 6A). Soros dos camundongos foram
examinados quanto a presenga de anticorpos especificos para OVA usando-
se ELISA e isto mostrou respostas de ordem de classificagdo similar
aquelas observadas com células T CD8+ (Fig. 7B e 7C).

Respostas de células B

Analogos ndo-glicolipidicos de a-GalCer estimulam
maturac@o de células B na presenga de células iINKT in vivo e subseqiiente
produgdo de anticorpos. (A) camundongos C57BL/6 ou iNKT” receberam
injegdes 1.v. com 1 pg de carreador, a-GalCer, analogo ou 25 pg de MPL.
Vinte horas apds a injecdo esplendcitos foram manchados com anticorpos
contra B220 e CD86 e analisados por meio de citometria de fluxo. A
maturagdo foi avaliada por meio da regulagdo para cima de CD86 na
superficie da célula, direcionando em células B (B220") (Fig 7 A). Indica-
se a intensidade de fluorescéncia média para cada histograma. (B)
administragdo simultinea de 1 pg de o-GalCer ou anélogos e 400 pg de
OVA induz significas IgGs especificas para OVA. Camundongos foram
sangrados de 11 a 14 dias apds a administraggo e o soro foi testado quanto
a anticorpos por meio de ELISA (Fig 7 B).

Preparagdo de repostas de células T especificas para
antigeno usando modelo de preparagdo humano in vitro.

Experimentos realizados com linfécitos do sangue periférico
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humano demonstraram que treitol-ceramida € superior a glicerol-ceramida
na expansdo de respostas de células T especificas para Melan-A 26-35. (Fig
8)

1I. Analogos de derivado de inositol de a-GalCer

Subseqiientemente gerou-se um novo grupo de analogos
inéditos de a-GalCer. O primeiro foi uma inositolceramida com uma cadeia
de acido graxo de 25 carbonos (INOC-25). INOC-25 induziu maturagdo
detectavel de DC e produgéo de citocina a partir de células iINKT. (Dados
ndo mostrados). Realizou-se modificagGes estruturais adicionais para gerar
6-Sulfono-mio-inositolceramida e 6-Desoxi-mio-inositolceramida. Estes
compostos foram testados quanto a seus efeitos sobre a matura¢do de DC
no sistema de co-cultura humana (Fig. 9A) e em camundongos in vivo
(dados ndo-publicados). Enquanto o derivado de inositol INOC-25
induzisse pouca maturagdo de DC (dados ndo mostrados) por meio de
regulagdo para cima de CD83 e CD86, ambas, 6-Desoxi e 6-Sulfono-mio-
inositolceramida, induziram significativa maturagdo de DC de uma maneira
dependente de células /INKT (Fig. 9 A.) em extensdo similar aquela
observada com a-GalCer.

De forma similar aquela observada com maturagdo de DC
(Fig. 9 A.), producdo de IL-12p40 pelas DC foi quase idéntica entre a-
GalCer e 6-Deséxi-mio-inositolceramida, enquanto que o derivado de 6-
Sulfono foi ligeiramente mais fraco (Fig. 9B). No entanto, a quantidade de
IL-12p40 produzida pelas DC em resposta a células iINKT estimuladas com
os analogos de derivados de 6-Desoxi e 6-Sulfono foi significativamente
superior aquela de INOC-25 (ndo mostrado) e também maior do que aquela
observada com LPS. Os sobrenadantes das co-culturas de DC com os
compostos de derivados de inositol foram examinados quanto a IFN-y
como uma medida da ativagdo de células INKT. Embora o composto 6-

Desoxi induza liberagdo similar de IFN-y aquela observada com adic¢io de
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a-GalCer (Fig. 9C), 6-Sulfono-mio-mositolceramida induziu muito pouca
liberagdo de IFN-y das células INKT.

Os trés compostos de inositol foram titulados em células
CIR expressando CD1d humanas e usados para estimular um clone de
células INKT. De ambos, a liberagdo de IFN-y (Fig. 9D.) e IL-4 (Fig. 9E.)
parece que, embora o INOC-25 induzisse pouca ou nenhuma IFN-y e IL-4,
6-Desoxi inositolceramida estimulou a liberagio de niveis significativos de
ambas as citocinas das células iINKT. E interessante observar que,
conforme observado quando co-cultivadas com DC (Fig. 9C), embora 6-
Sulfono inositolceramida estimulasse pouca ou nenhuma liberagdo de IFN-
vy (Fig. 9D), produziu-se IL-4 detectavel quando se usou concentragdes
maiores do composto (Fig. 9E).

Em comparagdo com a-GalCer, cada um dos compostos de
derivados de inositol pareceu apresentar menor afinidade. Tanto em termos
de IFN-y (Fig. 9C) e IL-4 (Fig. 9B) o-GalCer induz a liberagdo de
concentragdes significativamente maiores de .citocinas. IFN-y e IL-4
pareceram aproximar-se de um platé quando estimuladas com 200 ng/ml de
a-GalCer. Embora IFN-y e IL-4 induzidas pelos derivados de inositol
t_ambém parecam titular [] com concentragdo crescente de composto, elas
ndo se aproximaram dos niveis induzidos por a-GalCer.

E possivel que, embora células CIR sejam efetivas na
apresentacdo de quantidades maiores de ligantes, como a-GalCer, elas sio
menos efetivas para apresentar compostos com menor afinidade do que
APCs profissionais, como DC. Isto pode explicar a diferenga na magnitude
da produgdo de citocina observada entre andlogos apresentados por DC e
por células CIR transfectadas com CD1d.

Conclusdes: O ajuste fino da afinidade de ligagdo do TCR
de /NKT com o complexo CDld/lipideo e a estabilidade de ligantes de

lipideos a moléculas CD1d levou a identificagdo de um novo grupo de
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compostos capazes de induzir ativagdo de células /INKT, sem super-
estimular células iINKT. Esta classe inédita de compostos é eficiente para
estabilizar moléculas CD1d e isto € otimizado para estimulagdo de NKT
porque minimiza a liberagdo de citocina e lise de DC dependente de células
NKT, ao mesmo tempo que assegura a maturagdo de DC e preparagdo de
células B e T especificas para antigeno. Esta combinag¢do inédita de
atributos bioldgicos e moleculares tteis foi obtida projetando-se uma classe
de ligantes de CDI1d que otimizam a interagido de NKT/CD1d sem
comprometer a estabilidade do complexo CD1d/ligand. Portanto, referidos
compostos podem ser usados numa faixa de dosagem efetiva mais ampla
do que compostos existentes.
Exemplo A

Estes experimentos descrevem a preparagdo de células
dendriticas (a seguir denominadas de DCs [dendritic cells]). Neste e noé
exemplos a seguir usou-se, Composto 1, arabinitol ceramida; Composto 2,
glicerol ceramida; ou Composto 3, derivados de treitol ceramida).

Seguiu-se a metodologia de Salio, et al, J Immunol.,
167:1188-1197 (2001), incorporada por referéncia. Em resumo, 2x105 DCs
derivadas de mondcitos humanos foram pulsadas com 100 ng/ml de um dos
Compostos 2, 3, aGal-Cer, ou solug¢do de carreador, como um controle.
Para pulsagdo de DC, cada um de arabinitol ceramida (Composto 1), treitol
ceramida (Composto 3), glicerol ceramida (Composto 2) e aGal-Cer foi
solubilizado em solugdo de carreador (0,5% de Tween 20/PBS), e
adicionado ao meio das culturas de DC. Células NKT também foram
adicionadas as culturas de DC numa relagdo de 10 células DC/NKT. Apéds
36 horas, sobrenadante foi removido das culturas e analisado quanto a
presenca de marcadores de maturagdo de DC conhecidos CD83, CDg0,
CD86, CD25, e CD38, sendo que todos estes foram analisados via FACS,

usando-se métodos bem conhecidos.
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Os resultados indicaram que DCs s3o combinadas com
NKTs na presenga de Composto 1 (arabinitol ceramida) ou Composto 2
(glicerol ceramida) ou Composto 3 (treitol ceramida) induz-se marcadores
de matura¢do de DC. Niveis de indugdo de marcadores de matura¢do sdo
similares aqueles observados com aGal-Cer. Ndo se observou regulago
para cima com controles.

Adicionalmente, niveis de interleucina-12 (IL-12) foram
medidos como uma indicag@o da estimulagdo de DC por meio de detec¢do
de p40 de IL-12 via ELISA, usando-se métodos convencionais. As células
NKT ndo produzem IL-12 isto indica uma resposta especifica de DC.
Todos os compostos produziram secregdo de IL-12 neste ensaio. Observou-
se que Composto 3 é aproximadamente 50% tdo potente quanto aGal-Cer
neste ensaio, enquanto que Compostos 1 e 2 foram aproximadamente 1000
vezes menos potentes do que Composto 3 confirmando diferentes
atividades bioldgicas destes compostos neste sistema de ensaio.

Exemplo B

Nestes experimentos mediu-se a expansdo de células T por
meio de pulsacdo de DCs humanos a partir de PBLs com 100 nM do
peptidio de MelanA26-35 imunogénico conhecido, ELAGIGILTV. O
peptidio foi adicionado as DCs juntamente com PBLs sinergéticos do
mesmo doador. Para detalhar estes experimentos mais plenamente,
amostras de DCs foram irradiadas com 3000 rads, seguido de um pulso de
3 horas com o peptidio, em meio isento de soro.

As células foram entdo lavadas cuidadosamente e incubadas
com PBLs autélogos, numa relagdo de 1:10, em RPMI 1640/5% de soro
humano. Adicionou-se IL-2 humana recombinante a 10 U/ml do dia 4 ao
dia 7. No dia 10, apds a adigdo dos PBLs, células foram analisadas. Células
cultivadas foram manchadas com anti-CD8 e A2/tetrimero MelanA25-35.

O percentual de células T CD8 especificas para MelanA de um total de
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células positivas para CD8 foi medido por meio de anélise de FACS.

Os resultados indicaram que quando DCs humanas sio
incubadas na presenca de células NKT, ocorre preparagdo cruzada de treitol
e glicerol e ambos os compostos se mostraram estimuladores mais potentes
de respostas de CTL especificos para antigeno, in vitro, do que aGal-Cer.
Isto confirma que tanto Composto 2, glicerol ceramida e Composto 3,
treitol ceramida, sdo provavelmente tteis como imunoestimulantes de CTL
CD8+, e sugere que outros compostos da invengdo podem comportar-se de
maneira similar.

Exemplo C

Estes experimentos animais detalham trabalho projetado
para estudar o impacto dos compostos da invengdo in vivo.

Animais-sujeito, cinco camundongos por grupo, receberam
uma inje¢do intravenosa de 400 pg de ovalbumina (OVA) juntamente com
1 pg de um dos compostos da invengdo em exame, ou um volume
equivalente de solugdo de carreador diluida com PBS. Um subconjunto de
camundongos recebeu injecdo com 25 pg da molécula MPL (Sigma-
Aldrich; extraido de Salmonella Minnesota) solubilizada em PBS.

Apos as injegOes, obteve-se sangeu das veias laterais da
cauda, e PBLs foram isolados usando-se métodos convencionais. Os PBLs
foram entdo manchados, diretamente, in vivo, com complexos tetraméricos,
H-2Kb/OVA 257-264, H-2Kb, de acordo com Palmowski, et al, J.
Immunol., 168:4391-4398 (2002), incorporado por referéncia. Os
tetrAmeros foram preparados de acordo com Whilan, et al, J Immunol.,
163:4342-4348 (1999), incorporado por referéncia.

Quando os PBLs de animais ndo-tratados foram comparados
com aqueles de animais manchados com tetrAmeros irrelevantes, os
manchamentos de fundo foram equivalentes.

Houve um incremento da resposta especifica para OVA
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quando se usou aGal-Cer, Composto 1, arabinitol ceramida, ou Composto
3, treitol ceramida. O incremento foi mais fraco com Composto 2, glicerol
ceramida.

Quando MPL foi co-injetado com aGal-Cer ou Composto 3,
treitol ceramida, houve um incremento da resposta de CTL como seria de
se esperar considerando Silk et al., J. Clin. Invest., 114:1800-1811, 2004.
Exemplo D

Estes experimentos avaliaram a presenga de anticorpos de
IgG especificos para OVA no soro de camundongos que foram injetados
com a proteina de OVA.

Placas ELISA revestidas com proteina de OVA foram
preparadas usando-se métodos bem conhecidos. Em seguida coletou-se
amostras de sangue, dez dias ap6s a imunizagdo, e preparou-se soro.

As amostras foram colhidas de camundongos que haviam
sido imunizados apenas com OVA, OVA e Composto 1, arabinitol
ceramida, OVA e aGal-Cer, ou OVA e Composto 2, glicerol ceramida.
Adicionalmente, camundongos foram imunizados com cada um destes
programas de dosagem com adi¢do de MPL. Mediu-se as titulagdes de IgG
por meio da adigd@o de diluigdes seriais de soro de mouse [que foram] foram
detectadas usando IgG de camundongo o conjugada com peroxidase de
rabanete (peroxidase de rabanete ("HRP", horseradish peroxidase).

Os dados indicaram que os compostos da invengdo
produzem respostas de anticorpos especificas para OVA. Verificou-se que
Composto 1, arabinitol ceramida e aGal-Cer sdo mais efetivos como
adjuvantes do que MPL, enquanto que Composto 2, glicerol ceramida, foi
menos efetivo do que MPL, ao mesmo tempo em que ainda produz
anticorpos especificos para OVA.

Adicionalmente, quando se adicionou MPL foi possivel

observar forte incremento da resposta em todos os casos, demonstrando que
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compostos da invengdo, quando usados em combinagdo com um ligante de
TLR4, sdo extremamente eficientes para expandir a titulagdo de anticorpos
especificos para antigeno.

Exemplo E

Nestes experimentos, as DCs obtidas do bago de animais-
sujeito foram fenotipificadas.

Em resumo, em cada experimento, 1 pg de um dentre uma
selecdo de compostos da invengdo foi injetado na veia caudal de
camundongos-sujeitos. 24 h mais tarde removeu-se tecido do bag¢o dos
animais e cuidadosamente passou-se isto através de gazé para meio
completo, suplementado com 5 mM de EDTA. Células foram enriquecidas
para CDllc com pérolas magnéticas anti-CD11, usando-se técnicas
publicadas. Uma vez enriquecidas, elas foram analisadas quanto a
marcadores de matura¢do usando manchamento de anticorpo e citometria
de fluxo. Manchamento n&o-especifico foi realizado usando-se um
anticorpo especifico para o receptor de Fc-RIII/II.

Todos, Composto 1, arabinitol ceramida, e Composto 2,
treitol ceramida e aGal-Cer, induziram CD86 in vivo de maneira similar,
confirmando que ambos estes compostos em camundongos sdo altamente
eficiente na produgdo de células T e também respostas de células B. Em
contraste, Composto 3, glicerol ceramida, ndo induziu o marcador DC86
significativamente. Estes resultados mostram que, embora a combinagio de
MPL e glicerol seja efetiva para suscitar respostas de células B especificas
para antigeno (Exemplos 25 e 26) em camundongos, a maturagdo de DC e
expansdo de células T ndo parecem ser incrementadas significativamente
pelo Composto 2, glicerol ceramida. Isto contrasta com a verificagdo, em
humanos, onde Composto 2, glicerol ceramida, amadurece células DC na
presenca de células NKT que, entdo, servem como preparadores eficientes

de CTLs humanos.
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Exemplo F

‘Estes experimentos foram realizados para determinar o
efeito de compostos selecionados da invengéo na estimulagdo da produgéo
de JDL-12 em animais individuos. Os animais receberam 1 ug ou 10 pg de
treitol, glicerol ou Gal-Cer. Um grupo de animais também recebeu 50 pg de
MPL. Seis horas apds a inje¢do coletou-se amostras de sangue caudal, e
determinou-se a proteina p70 de IL-12 usando um ELISA de acordo com
procedimentos cdnvencionais.

Observou-se aumentos dependentes da dose na secrecdo de
IL-12/p70 com o Composto 3, camundongos tratados com treitol ceramida,
confirmando a poténcia desta molécula na inducdo da liberagdo de IL-
12/p70. A efetividade do Composto 3 compara-se de forma extremamente
favoravel com MPL.

DESCRICAO DETALHADA DE CONCRETIZACOES PREFERIDAS

Composto 1: Arabinitol Ceramida

(a) L(+) arabinose foi convertida ao composto de triflato de

arabinitol, i.e.

de acordo com procedimentos bem conhecidos. Ver, Zinner,
et al, Chem. Ber., 92:1614 (1959); Qin, et al, Can. J. Chem., 77:481
(1999); e Yann, et al, Carbohydr. Res., 74:323 (1979), todos incorporados
por referéncia. Este composto foi combinado com um componente de

esfingosina, i.e.,
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que foi sintetizado a partir de 4,6-O-benzilideno-D-
galactose (Gros, et al, Carbohydr. Res., 29:3647 (1941)), segundo qualquer
dentre Zimmermann, et al, Liebigs Ann. Chem., 663 (1988); Schmidt, et al,
Carbohydr. Res., 172:169 (1988) e Figueroa-Perez, et al, Carbohydr. Res.,
328:95 (2000).

Uma vez que estes dois compostos se tornaram disponiveis,
adiciona-se uma solu¢do do componente esfingosina (220 mg, 0,575
mmol), em 3 ml de THF anidro, e 95% de NaH (17 mg, 0,708 mmol), a
0°C. Ap6s 15 minutos de agitagdo, adicionou-se uma solugdo do composto
de triflato de arabinitol (251 mg, 0,690 mmol), em 2 ml de THF anidro, a
mesma temperatura. A mistura resultante foi aquecida lentamente a
temperatura ambiente, e depois agitada de um dia para o outro. A mistura
de reacdo foi extinta com uma solugdo aquosa de NH,CIl, recolhida em
EtOAc, e as camadas foram separadas.

A camada organica foi lavada com agua, secada sobre
MgSO, anidro, e evaporada a secura. Material bruto foi purificado via

cromatografia de flash (1:9, acetato de etila: éter de petréleo, dando:

=

como um liquido incolor (rendimento: 95%). R¢ = 0,54 (1:9,
acetato de etila: éter de petrdleo), [« =+ 5,2 (¢ 1,0, CHCl;). RMN 'H
(250 MHz, CDCl;): 6 4,19-4,00 (m, 5H), 3,99-3,86 (m, 2H), 3,84-3,61 (m,
5H), 1,60-1,25 (m, 26H), 1,41 (s, 3H), 1,40 (br s, 6H), 1,38 (s, 3H), 1,33 (s,
3H), 1,30 (s, 3H), 0,87 (t, J = 6.5 Hz, 3H). RMN "C (62,5 MHz, CDCl;): &
109,6, 108,2, 96,0, 79,7, 77,7, 77,07, 77,3, 75,7, 72,8, 71,8, 67,5, 60,0,
31,9, 29,6, 29,5, 29,66, 29,62 29,59, 29,56, 29,4, 29,3, 28,1, 26,9, 26,6,
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26,4, 25,6, 25,2, 22,6, 14,1. MALDI-MS (modo positivo, Matriz CHCA):
m/z 620,2 [M + Na]". Calc. anal. para C3,HsoN;0; (597,43): C, 64,29; H,
9,95; N, 7,03. Encontrado: C, 64,35; H, 10,01; N, 7,15

(b) O produto de (a) acima (150 mg, 0,251 mmol), e 10% de
Pd/C (100 mg) em 4 ml de metanol com uma gota de acido acético foi
agitado, sob uma atmosfera de H,, durante 20 horas, a temperatura
ambiente. Em seguida, a mistura foi filtrada, concentrada, e co-evaporada
com tolueno. O xarope resultante foi dissolvido em 5 ml de DMF seco, e
entdo adicionou-se sucessivamente acido hexacosanoéico (Fluka) (120 mg,
0,303 mmol), N-hidréxi-benzotriazol (40 mg, 0,301 mmol), e cloridrato de
1-[3-(dimetilamino-propil]-3 etilcarbodiimida (EDC, 58 mg, 0,303 mmol),
e a mistura resultante foi agitada a 45°C durante 1 dia. A mistura foi
recolhida em acetato de etila, lavada com &gua, solu¢do de salmoura
saturada, secada sobre MgSO, anidro, e concentrada. Residuo foi

purificado por meio de cromatografia de flash dando 182 mg de

o }-c%Hm

0 g;\cmf"zs

como um soélido incolor (rendimento: 75%). p.f. 89°C. Ry ~
0,46 (2:8, acetato de etila: éter de petréleo), [a]>=+ 11,4 (c 1,0, CHCL).
RMN 'H (250 MHz, CDCL;): & 5,84 (d, J= 8,5 Hz, 1H), 4,25-4,00 (m, 6H),
3,98-3,92 (m, 1H), 3,85-3,74 (m, 2H), 3,70-3,62 (m, 1H), 3,56-3,49 (m,
2H), 2,17-2,11 (m, 2H), 1,60-1,24 (m, 72H), 1,41 (s, 3H), 1,38 (s, 6H), 1,36
(s, 3H), 1,32 (br s, 6H), 0,86 (t, J = 6,7 Hz, 3H). RMN "C (62,5 MHz,
CDCl;): 6 172,4, 109,6, 107,8, 79,8, 77,9, 77,8, 77,1, 76,1, 72,4, 71,3, 67,6,
48,3, 36,9, 29,69, 29,64, 29,5, 29,3, 29,0, 28,0, 27,1, 27,0, 26,7, 26,4,
25,77, 25,72, 25,2, 22,6, 14,0. MALDI-MS (modo positivo, Matriz
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CHCA): m/z 972,6 [M + Na]". Calc. anal. para CsgHp;iNOg (949,83): C,
73,29; H, 11,77; N, 1,47. Encontrado: C, 73,59; H, 11,99; N, 1,41

(¢) O produto de (b) acima (120 mg, 0,123 mmol) em
MeOH:CH,Cl, (10:1, 22 ml) contendo TFA (100 ul), foi agitado a
temperatura ambiente durante 3 dias. O s6lido resultante foi filtrado e

secado dando

HO o>_
OH CasHsy
O B B
0
\/Y\C14H29

OH

, referido a seguir como Composto 1 (‘arabinitol-ceramida'),
63 mg, 60% de rendimento, p.f. 125°C. RMN 'H (400 MHz, CsDsN): &
8,66 (d, J= 8,8 Hz, 1H), 5,30-5,25 (m, 2H), 4,98- 4,94 (m, 1H), 4,66-4,58
(m, 2H), 4,44-4,22 (m, 7H), 2,57-2,53 (m, 2H), 2,07-1,37 (m, 72H), 0,99 (t,
J= 6,7 Hz, 6H). RMN C (150,9 MHz, CsDsN): & 173,3, 78,1, 76,3, 74,6,
73,2, 72,7, 71,3, 70,0, 65,4, 51,8, 36,8, 32,1-29,6 (m), 26,4, 22,9, 14,1.
MALDI-MS (modo positivo, Matriz CHCA): m/z 853,3 [M + Na]". Calc.
anal. para C49Hg9NQOg (830,73): C, 70,88; H, 12,02; N, 1,69. Encontrado: C,
73,59; H, 11,99; N, 1,41.
Composto 2: Glicerol Ceramida

O procedimento de 1(a) acima foi repetido usando

como o material de partida de triflato (Cassel, et al, Eur. J.
Org Chem., 875 (2001)) dando
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como um solido incolor (rendimento: 90%). R¢ = 0,47 (1:9,
acetato de etila: éter de petrdleo), [a]5= + 24,6 (c 1,0, CHCl;). RMN 'H
(250 MHz, CDCl,): 8 4,32-4,23 (m, 1H), 4,16- 4,04 (m, 2H), 3,96 (d, ] =
7,8 Hz, 1H), 3,87-3,76 (m, 2H), 3,68-3,48 (m, 4H), 1,57-1,18 (m, 26H),
1,42 (s, 3H), 1,40 (s, 3H), 1,36 (s, 3H), 1,30 (s, 3H), 0,87 (t, J= 6,5 Hz,
3H). RMN “C (62,5 MHz, CDCl3): § 109,3, 108,2, 77,7, 75,6, 74,5, 72,8,
72,4, 66,7, 59,8, 31,8, 29,6, 29,5, 29,4, 29,3, 29,1, 28,0, 26,7, 26,3, 25,6,
25,3, 22,6, 14, 1. MALDI-MS (modo positivo, Matriz CHCA): m/z 520,1
M + Na]". Calc. anal. para C,;Hs51N;05 (497,38): C, 65,16; H, 10,33; N,
8,44. Encontrado: C, 65,25; H, 10,41; N, 8,50.

(b) O procedimento de 1(b) foi repétido usando produto de

(a) acima dando

como um soélido incolor (rendimento de 72%). p.f. 81°C. R¢
= 0,43 (2:8, acetato de etila: éter de petrdleo), [a]5=+ 13,5 (¢ 1,0, CHCI;).
RMN 'H (400 MHz, CDCl;): § 5,75 (d, J= 9,0 Hz, 1H), 4,27-4,00 (m, SH),
3,74 (dd, J = 9,3, 3,1 Hz, 1H), 3,69 (dd, J = 8,2, 6,2 Hz, 1H), 3,54-3,45 (m,
3H), 2,20-2,07 (m, 2H), 1,60-1,23 (m, 72H), 1,40 (s, 6H), 1,34 (s, 3H), 1,31
(s, 3H), 0,86 (t, J = 6,8 Hz, 6H). RMN “C (100 MHz, CDCl;): & 172,4,
109,4, 107,8, 77,7, 75,9, 74,7, 72,5, 66,4, 48,1, 36,9, 31,8, 29,6,‘ 29,5,
29,39, 29,34, 29,2, 28,9, 27,9, 26,7, 26,4, 25,7, 25,3, 22,6, 14,1. MALDI-
MS (modo positivo, Matriz CHCA): m/z 873,2 [M + Na]". Calc. anal. para
Cs;H,03NOg (849,77): C, 74,86; H, 12,21; N, 1,65. Encontrado: C, 74,81;
H, 12,26; N, 1,70.

(c) O procedimento de 1(c) acima foi repetido usando o
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produto de (b) acima dando

0]
HO y"Cstﬁ

\/\[/\014"'29

OH

nzZ

como um sdlido incolor, referido a seguir como Composto 2
(‘glicerol ceramida'). Rendimento 70%, p.f. 140°C. RMN 'H (400 MHz,
CsDsN): 6 8,64 (d, J= 8,67 Hz, 1H), 4,92-4,83 (m, 1H), 4,60-4,56 (m, 1H),
4,41-4,31 (m, 2H), 4,12-3,96 (m, 6H), 2,57 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,03-1,37
(m, 72H), 0,99 (t, J= 6,8 Hz, 6H). MALDI-MS (modo positivo, Matriz
CHCA): m/z 793,6 [M + Na]". Calc. anal. para C;;HysNOg (769,72): C,
73,29; H, 12,43; N, 1,82. Encontrado: C, 73,33; H, 12,47; N, 1,91.
Composto 3: Treitol ceramida

Composto (100 mg, 0,4 mmol) como preparado de acordo

com de acordo com procedimentos bem conhecidos (ver, Wagner, et al., J.

Chem. Soc. Perkin Trans. 1,780 (2001))

o)
Bno_ _A
4 \/\é‘;/\OH
0

foi adicionado a 2,6-di-t-butilpiridina (92 mg, 0,48 mmol) em
CH,Cl, anidro (1 ml), Tf,0 (0,08 ml, 0,48 mmol) dissolvido em CH,Cl, anidro
(I ml) com agitagdo a 0°C. A mistura de rea¢do foi agitada & mesma
temperatura durante 1 hora. A mistura de reagdo foi recolhida em acetato de
etila e lavada com 4gua fria (2x15 ml). As camadas orginicas combinadas
foram lavadas com solugdo de salmoura, secadas e evaporadas dando o produto
bruto que foi purificado por meio de cromatografia de coluna de silica-gel

(1:10, acetato de etila: éter de petréleo contendo gotas de Et;N) dando
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(145 mg, 95%). Ry = 0,41 (1:10, acetato de etila: éter de
petréleo). RMN 'H (250 MHz, CDCl;): & 7,41-7,27 (m, SH), 4,71 (dd, J=
10,9, 2,8 Hz, 1H), 4,57 (s, 2H), 4,50 (dd, J = 10,9, 4,9 Hz, 1H), 4,14 (ddd, J
= 8,0, 4,9, 2,8 Hz, 1H), 4,05 (ddd, J = 8,1, 6,3, 4,5 Hz, 1H), 3,73 (dd, J=
9,7, 4,5 Hz, 1H), 3,55 (dd, J= 9,7, 6,3 Hz, 1H), 1,42 (s, 6H). RMN C
(62,5 MHz, CDCl;): & 128,6, 128,5, 128,0, 127,7, 1 10,7, 76,8, 75,03,
75,00, 73,8, 69,9, 26,9, 26,6.

(b) O procedimento de 1(a) acima foi seguido usando-se o

produto de (a) acima dando

que foi purificado por meio de cromatografia de flash (1:9,
acetato de etila: éter de petréleo) dando um liquido incolor (306 mg, 94%). R;=
0,46 (1:9, acetato de etila: éter de petrdleo), [a]5=+ 7,3 (c 1,0, CHCl;). RMN
'H (250 MHz, CDCl;): 8 7,36-7,23 (m, 5 H), 4,50 (s, 2H), 4,17-3,98 (m, 3H),
3,94 (dd, J = 9,8, 2,0 Hz, 1H), 3,83 (dd, J = 9,2, 5,6 Hz, 1H), 3,70- 3,53 (m,
6H), 1,62-1,21 (m, 26 H), 1,43 (s, 6H), 1,40 (s, 3H), 1,30 (s, 3H), 0,88 (t, J=6,2
Hz, 3H). RMN “C (62,5 MHz, CDCly): & 138,0, 128,3, 127,63, 128,60, 109,6,
108,2, 77,8, 71,5, 77,4, 75,7, 73,5, 72,9, 72,2, 70,6, 60,0, 31,9, 29,7, 29,62,
29,57, 20,5, 29,4, 29,3, 28,1, 27,0, 26,4, 25,6, 22,7, 14,1, 4,8. MALDI-MS
(modo positivo, Matriz DHB): m/z 640,9 [M + Na]".

(c) O procedimento de 1(b) acima foi seguido usando o

produto de (b) acima dando

O}—R

S Ay 0
Ho/\(KJ\/O\/\( /\014H29
ol
9

R = CasHsy
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que foi purificado por meio de cromatografia de flash (4:6,
acetato de etila: éter de petréleo) dando um sélido incolor (116 mg, 81%). R¢
= 0,23 (3:7, acetato de etila: éter de petréleo). RMN 'H (250 MHz, CDCl,): &
5,74 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 4,27-4,14 (m, 1H), 4,13-3,99 (m, 3H), 3,93-3,87 (m,
1H), 3,81 (3,55 (m, 6H), 2,20-2,13 (m, 2H), 1,65-1,20 (m, 72H), 1,42 (s, 9H),
1,33 (s, 3H), 0,88 (t, J= 6,3 Hz, 6H). RMN “C (62,5 MHz, CDCl): § 172,6,
109,2, 107,9, 79,2, 77,7, 76,7, 76,2, 71,9, 71,6, 62,4, 48,1, 36,9, 31,9, 29,6,
29,5, 29,4, 29,3, 29,0, 27,9, 26,9, 26,4, 25,7, 25,6, 22,6, 14,4, 14,0. MALDI-
MS (modo positivo, Matriz DHB): m/z 902,4 [M + Na]".

(d) O procedimento de 1(c) acima foi repetido usando os
produtos de (c) acima dando

OH

R = CasHgy
um solido incolor (71 mg, rendimento de 71%), referido a
seguir como Composto 3 (‘treitol ceramida’). RMN 'H (250 MHz, CsDsN):
6 8,62 (d, J= 8,6 Hz, 1H), 4,81-4,05 (m, 9H), 2,52-2,39 (m, 2H), 2,35-1,15
(m, 72 H), 0,87-0,83 (m, 6H). MALDI-MS (modo positivo, Matriz CHCA):
m/z 822,9 [M + Na]".
Composto 4: Treitol ceramida Cs acila

(a) O produto de 3(b) acima p. ex.

(175 mg, 0,284 mmol) e 10% de Pd/C (150 mg) em metanol
(3 ml) contendo uma gota de acido acético foi agitada sob atmosfera de H,

(baldo) a temperatura ambiente durante 22 horas. Em seguida, a mistura foi
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filtrada, concentrada e co-evaporada com tolueno. O xarope resultante foi
dissolvido em DMF seco (4 ml). Adicionou-se sucessivamente acido
palmitico (Fluka) (73 mg, 0,284 mmol), N-hidroxibenzotriazol (38 mg,
0,284 mmol) e cloridrato de 1-[3-(dimetilamino)-propil]-3-etilcarbodiimida
(54 mg, 0,284 mmol) e a mistura resultante foi agitada a 45°C durante 1
dia. Em seguida foi recolhida em acetato de etila, lavada com agua, solugdo
de salmoura saturada, secada sobre MgSO, anidro, e concentrada. O
residuo foi purificado por meio de cromatografia em silica-gel (4:6, acetato

de etila: éter de petrdleo) dando

O
HO/\OA;:—“OV’;\( ’:\CMHZQ
R = CygHgq
(168 mg, 80%). Ry = 0,16 (7:3 acetato de etila: éter de
petréleo), [a]5=+ 11,6 (c 1,0, CHCl;). RMN 'H (250 MHz, CDCl;): & 5,77
(d, J = 9,4 Hz, 1H), 4,27-4,14 (m, 1H), 4,13-3,99 (m, 3H), 3,93-3,87 (m,
1H), 3,81-3,55 (m, 6H), 2,20-2,13 (m, 2H), 1,75-1,20 (m, 52H), 1,42 (s,
9H), 1,33 (s, 3H), 0,88 (t, ] = 6,4 Hz, 6H). MALDI-MS (modo positivo,

CHCA): m/z 762,9 [M + Na]". 778,8 [M + K]".

(b) O produto de (a) acima (120 mg, 0,162 mmol) em
MeOH/CH,Cl, (10:1, 22 ml) contendo TFA (100 ul) foi agitado a

temperatura ambiente durante 65 horas. O sélido que precipitou foi filtrado

e secado para se obter

OH o

R
FO-, HN  OH

Cyabag
OH

R =CqsHs4
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(70 mg, rendimento de 65%) referido a seguir como
Composto 4, (‘treitol ceramida C15 acila’) RMN 'H (250 MHz, DMSO-de):
6 5,45-5,35 (m, 1H), 4,60-3,75 (m, 10 H), 2,04-1,89 (m, 2H), 1,57-1,02 (m,
52H), 0,83-0,72 (m, 6H). MALDI-MS (modo positivo, CHCA): m/z 682,8
[M+Na]’, 698,6 [M+K]".

Sintese acido 22-(Z)-hexacosanéico

(a) 11-bromoundecanol protegido com THP (10,0 g, 29,85
mmol) p. ex.

Br” ¢ “OTHP
n=9g

e magnésio (1,0 g, 41,66 mmol) em THF seco (150 ml),
foram aquecidos em refluxo para um periodo de 3 a 4 horas para preparar o
reagente de Grignard. Isto foi adicionado a acido 11-bromoundecandico
(8,0 g, 30,22 mmol) p. ex.

O
HO’JL(");\B;-

em THEF seco (100 ml) sob argénio a -20°C. Adicionou-se
Cloreto de metilmagnésio em THF (~10,2 ml, 3 M) até cessar a evolugdo
de gés, adicionando-se entdo Li,CuCly, agitagdo a -20°C prosseguiu durante
1 hora, e entdo deixou-se a temperatura elevar a temperatura ambiente.
Apods 15 horas, a mistura de reagdo foi cuidadosamente neutralizada com
10% de H,SO,4 e extraida com acetato de etila (2 x 150 ml). A camada
organica foi secada sobre MgSQOy, e concentrada dando sélido incolor, que
foi purificado por meio de cromatografia de flash (1:9 acetato de etila: éter
de petrdleo) dando

O
HOJ\("E;\OTHP
(10,9 g, 82% de rendimento). Este composto foi dissolvido

em THF (50 ml) e esterificado com diazometano. O solvente foi evaporado,
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e purificado por meio de cromatografia (5:95 de acetato de etila: éter de

petrdéleo) dando o éster de 11-bromoundecanol protegido com THP, p. ex.
o)

HSCO}LM:\DTHP

n=20

como um solido incolor (10,9 g, 97% de rendimento). R=
0,65 (5:95, acetato de etila: éter de petréleo). RMN 'H (250 MHz, CDCl;):
o 4,56 (t, J= 3,3 Hz, 1H), 3,90-3,81 (m, 1H), 3,76-3,65 (m, 1H), 3,65 (s,
3H), 3,52-3,45 (m, 1H), 3,40-3,31 (m, 1H), 2,28 (t, J= 7,5 Hz, 2H), 1,62-
1,51 (m, 10H), 1,23 (br. s, 32H). RMN “C (62,5 MHz, CDCl;): & 174,3,
98,8, 67,7, 62,3, 51,4, 34,1, 30,7, 29,7, 29,68, 29,63, 29,60, 29,49, 29,44,
29,2, 29,1, 26,2, 25,5, 24,9, 19,6. MALDI-MS (modo positivo, CHCA):
m/z 477,3 [M + Na]".

(b) O produto de (a) acima (8,0 g, 17,62 mmol) em metanol
(200 ml) foi tratado com &cido p-toluenossulfénico (6,7 g, 35,26 mmol). A
mistura de reagdo foi agitada durante de 3 a 4 horas. Apés completamento
da reagdo, (monitoragdo com TLC) o solvente foi evaporado e o residuo foi
dissolvido em cloroférmio e lavado com solugdo saturada de NaHCO;. A
camada de cloroférmio foi secada e concentrada dando sélido incolor, que

foi recristalizado (éter-de petrdleo/acetato de etila) dando
0

Haco’u\é/)ﬁ\ort

n=20
como cristais incolores (6,4 g, 98% de réndimento). R¢ =
0,21 (2:8, acetato de etila: éter de petréleo). RMN 'H (250 MHz, CDCl;): &
3,66 (s, 3H),'3,63 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,30 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 1,64-1,53 (m,
4H), 1,25 (br. s, 32H). RMN "C (62,5 MHz, CDCl;): § 174,3, 63,0, 51,4,
34,1, 32,8, 29,6, 29,59, 29,58, 29,4, 29,2, 29,1, 25,7, 24,9. MALDI-MS
(modo positivo, CHCA): m/z 393,8 [M + Na]".
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(c) O produto de (b) acima (6,0 g, 16,21 mmol) em CH,Cl,
seco (200 ml), foi tratado com periodinano de Dess-Martin (DMP) (13,74
g, 32,42 mmol). A mistura de reagdo foi agitada durante de 3 a 4 horas a
temperatura ambiente. Apds completamento da reac¢do, solvente foi
evaporado; residuo foi suspenso em éter de dietila e removido por filtrag3o.
O filtrado foi lavado com solugdo de NaHCQO;, depois solugio de salmoura.
A camada de éter foi secada e concentrada dando sélido, que foi purificado

por meio de cromatografia de flash (5:95, acetato de etila: éter de petroleo)

dando

o O

HgCO/H\f’ElL H

n=20

como um solido incolor (5,5 g, 92% de rendimento). R =
0,62 (5:95, acetato de etila: éter de petroleo). RMN 'H (250 MHz, CDCL;):
3 9,73 (t, J= 1,8 Hz, 1H), 3,63 (s, 3H), 2,39 (dt, J= 14,0, 7,5, 2,0 Hz, 2H),
2,26 (t, J= 7,5 Hz, 2H), 1,66-1,56 (m, 4H), 1,21 (br. s, 32H). RMN “C
(62,5 MHz, CDCl;): 6 202,8, 174,2, 51,3, 43,8, 34,0, 29,65, 29,61, 29,5,
29,49, 29,42, 29,40, 29,3, 29,2, 29,1, 24,9, 22,0. MALDI-MS (modo
positivo, CHCA): m/z 391,9 [M + Na]".

(d) Uma suspensdo de brometo de n-butiltrifenilfosfénio
(8,66 g, 21,73 mmol) em THF seco (80 ml) sob argbnio a -78°C, foi tratada
com bis(trimetilsilil) amida de sédio (21,73 ml, 1,0 M). A mistura de
reagdo foi agitada durante 15 minutos, @ mesma temperatura, antes de se
adicionar uma solug¢do do produto de (c) acima (5 g, 13,58 mmol) em THF
seco (30 ml), e entdo a temperatura foi deixada elevar-se a temperatura
ambiente. Ap6s completamento da reagdo, esta foi extinta com solucio
aquosa de NH,Cl e entdo extraida com éter de dietila (2 x 80 ml). A
camada de éter foi lavada com salmoura, secada e evaporada dando

residuo, que foi purificado por meio de cromatografia de flash (5:95,
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acetato de etila: éter de petrdleo) dando

0
chOMEV\

n=20

como um solido incolor (5,42 g, 98% de rendimento). Ry =
0,65 (5:95, acetato de etila: éter de petroleo). RMN 'H (250 MHz, CDCl;):
6 5,38-5,33 (m, 2H), 3,66 (s, 3H), 2,30 (t, J= 7,5 Hz, 2H), 2,04-196 (m.
4H), 1,67-1,56 (m, 2H), 1,40-1,25 (m, 36H), 0,90 (t, J= 7,5 Hz, 3H). RMN
C (62,5 MHz, CDCLy): § 174,3, 130,0, 129,5, 51,3, 34,1, 29,7, 29,69,
29,64, 29,59, 29,56, 29,4, 29,3, 29,28, 29,25, 29,1, 27,2, 24,9, 22,8, 13,7.
MALDI-MS (modo positivo, CHCA): m/z 431,8 [M + Na]".

(e) O produto de (d) acima (2 g, 4,893 mmol) e hidroxido de
sodio (2,3 g, 5,872 mmol) em metanol foi aquecida em refluxo durante 2
horas ap0s resfriamento com gelo, o precipitado foi recolhido, suspenso em
agua e acidificado com &cido cloridrico concentrado (~ pH 1). O produto
foi removido por filtragdo e recristalizado de acido acético glacial dando

acido 22-(Z)-hexacosandico p. ex.

Ho)j\(vﬁm/\
n=20 _

como cristais incolores (1,9 g, 98%). RMN 'H (250 MHz,
CDCls): 6 12,11 (s, 1H), 5,38- 3,33 (m, 2H), 2,26 (t, J- 7,5 Hz, 2H), 2,02-
1,99 (m, 4H), 1,64-1,58 (m, 2H), 1,38-1,26 (m, 36H), 0,90 (t, J= 7,5 Hz,
3H). RMN “C (62,5 MHz, CDCl;): & 176,6, 129,8, 129,3, 33,9, 29,5,
29,49, 29,41, 29, 38, 29,35, 29,31, 29,2, 29,1, 29,0, 28,9, 26,9, 24,7, 22,6,
13,5.

Composto 5: Treitol-22-(Z)-Ceramida

(a) O procedimento de 1(b) acima foi repetido usando 4cido

22-(Z)-hexacosanoico e o produto de 3(b) p. ex.



como um so6lido incolor (rendimento: 68%). Ry = 0,23 (3:7,
acetato de etila: éter de petrdleo), [a]?= + 12,7 (¢ 1,0, CHCL;). RMN 'H
(250 MHz, CDCl5): 6 5,71 (d, J= 9,5 Hz, 1H), 5,35-5,31 (m, 2H), 4,21-3,97
(m, 4H), 3,91-3,84 (m, 1H), 3,78-3,63 (m, SH), 3,59-3,52 (m, 1H), 2,35 (br.
t, J= 6,7 Hz, 1H), 2,14 (dt, J= 10,5, 7,5, 3,0 Hz, 2H), 2,01-1,94 (m, 4H),
1,61- 1,22 (m, 76H), 0,90-0,82 (m, 6H). RMN “C (62,5 MHz, CDCl;): &
172,5, 130,0, 129,5, 109,2, 107,9, 79,1, 77,7, 76,6, 76,1, 71,8, 71,6, 62,3,
48,1, 36,8, 31,8, 29,66, 29,60, 29,5, 29,37, 29,32, 29,28, 29,26, 29,23, 28,9,
278, 27,1, 26,9, 26,4, 25,69, 25,64, 22,8, 22,6, 14,0, 13,7. MALDI-MS
(modo positivo, DHB): m/z 902,3 [M + Na]". Calc. anal. para CssH;03NO;
(877,77): C, 73,84; H, 11,82; N, 1,59. Encontrado: C, 73,97; H, 11,96; N,
1,67.

(b) O procedimento de 1(c) acima foi seguido usando o

produto de (a) acima dando

ok e
HO
Q
\"AT/\qu‘Eag

como um solido incolor, referido a seguir como Composto 5
(‘Treitol-22-(Z)-Ceramida') (rendimento: 81%). RMN 'H (250 MHz,
CsDsN): 6 8,48 (d, J= 8,7 Hz, 1H), 5,39-5,30 (m, 2H), 4,39-4,35 (m, 1H),
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4,42-4,08 (m, 8H), 3,97-3,95 (m, 2H), 2,32 (t, J= 7,5 Hz, 2H), 1,99-1,87
(m, 4H), 1,81-1,64 (m, 4H), 1,77-1,12 (m, 60H), 0,78-0,71 (m, 6H).
MALDI-MS (modo positivo, Matriz CHCA): m/z 820,8 [M + Na]". Calc.
anal. para CysHosNO; (797,71): C, 72,22; H, 12,00; N, 1,75: C, 72,29; H,
11,93; N, 1,80.

Composto 6: 4-Desoxi-4-Fenil-Treitol-Ceramida

(a) Composto

Ph/\r /k/Rg

Ry = OH, R; = OBn

foi preparado com procedimentos bem conhecidos (ver, Su,
et al, Tetrahedron, 57:2147 (2001)); Surivet, et al, Tetrahedron Lett.,
39:7299 (1998) e Surivet, et al, Tetrahedron, 55:1311 (1999)). O composto
acima (1 g, 3,048 mmol) em CH,Cl, (20 ml) foi tratado com piridina (1,48
ml, 18,291 mmol) e 4-dimetilamino piridina (4-DMAP) (110 mg, 0,901
mmol) seguido de cloreto de fenoxitiocarbonila (0,630 ml, 4,56 mmol) a
temperatura ambiente. Apés 30 min, a mistura de reagdo foi diluida com
CH,Cl,, lavada com solugdo de NaHCO; a 10%, agua, secada sobre
MgSO, e co-evaporada com tolueno dando residuo. O produto bruto foi
dissolvido em tolueno (30 ml), hidreto de tributil estanho (2,45 ml, 9,144
mmol) e adicionou-se AIBN (150 mg, 0,914 mmol), e a mistura de reagio
foi refluxada sob atmosfera de argénio durante 4 horas. Concentrada e
purificada por meio de cromatografia de flash (1:9, acetato de etila: éter de

petroleo) dando o produto de redugdo

Phst\((\i\/ﬁz
e

Ry=H, R, = OBn



63

como um liquido incolor (900 mg, 95% de rendimento). R; =
0,40 (1:9, acetato de etila: éter de petrdleo), = -10,2 (¢ 1,0, CHCl;). RMN 'H
(250 MHz, CDCl): 6 7,31-7,13 (m, 10H), 3,99 (br. s, 2H), 4,01-3,93 (m, 2H),
3,87-3,80 (m, 2H), 3,31-3,18 (m, 2H), 2,92 (dd, J = 13,7, 6,5 Hz, 1H), 2,77 (dd,
J =13,7, 6,5 Hz, 1H), 1,31 (s, 6H). RMN “C (62,5 MHz, CDCL): & 137,9,
137,2,129,3, 128,2, 127,5, 126,4, 108,9, 79,6, 78,4, 76,4, 73,3, 70,3, 39.4, 27,1,
26,9. MALDI-MS (modo positivo, CHCA): m/z 335,1 [M + Na]".

(b) O produto de (a) acima (890 mg, 2,852 mmol) e 10% de
Pd/C (200 mg) em acetato de etila: metanol (3:2, 20 ml), agitado sob
atmosfera de H, (baldo) a temperatura ambiente durante 8 e, em seguida, a
mistura fo1 filtrada, concentrada e purificada por meio de cromatografia de
flash (2:8, acetato de etila: éter de petrdleo) para se obter

Ry O

F’h;\"' "\/ Ra

Rq"-:"H,R2=0H

(608 mg, 96% de rendimento). R¢ = 0,20 (2:8, acetato de etila:
éter de petrdleo), [a]5=-19,0 (c 1,0, CHCL;). RMN 'H (250 MHz, CDCl;): &
7,28-7,19 (m, 5H), 4,12 (dt, J = 12,5, 8,2, 6,2 Hz, 1H), 3,80 (ddd, J = 8,0, 4,7, 3,0
Hz, 1H), 3,51 (dd, J = 12,0, 3,0 Hz, 1H), 3,28 (dd, J = 12,0, 4,7 Hz, 1H), 3,04
(dd, J= 14,0, 6,5 Hz, 1H), 2,82 (dd, J= 14,0, 6,5 Hz, 1H), 1,40 (s, 6H). RMN “C
(62,5 MHz, CDCl,): 6 136,9, 129,2, 128,4, 126,6, 108,7, 81,1, 77,06, 61,9, 39,3,
27,2,27,0. MALDI-MS (modo positivo, CHCA): m/z 345,0 [M + Na]".

(c) O produto de (b) acima, foi convertido ao produto de

triflato usando-se o método mencionado no procedimento 1(a) acima dando

Ry O

Ph&r LR,

0O

Ry=H, Ry = OTf
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como um liquido incolor (rendimento: 78%). [a[F= -15,5 (¢

1,0, CHCl;). RMN 'H (250 MHz, CDCL;): & 7,32-7,19 (m, 5H), 4,23-4,08 (m,
2H), 4,01-3,91 (m, 2H), 3,16 (dd, J = 13,5, 6,0 Hz, 1H), 2,81 (dd, J= 13,5, 6,0
Hz, 1H), 1,42 (s, 3H), 1,39 (s, 3H). RMN “C (62,5 MHz, CDCL;): & 211,4,
135,8,129,1, 128,8, 127,2, 110,0, 77,7, 76,9, 74,5, 39,2, 27,2, 26.,6.

(d) O procedimento de 1(a) acima foi repetido usando o

produto de (c) acima dando

D

que foi purificado por meio de cromatografia de flash (1:9,
acetato de etila: éter de petréleo) como um liquido incolor (rendimento:
93%). R¢ = 0,42 (15:85, acetato de etila: éter de petrdleo), [a]5=+ 4,9 (¢
1,0, CHCl;). RMN 'H (250 MHz, CDCl,): & 7,30-7,22 (m, 5H), 4,13-4,05
(m, 2H), 3,92-3,80 (m, 3H), 3,61-3,53 (m, 2H), 3,45-3,34 (m, 2H), 3,03
(dd, J= 14,0, 6,7 Hz, 1H), 2,88 (dd, J = 14,0, 6,7 Hz, 1H), 1,53-1,24 (m,
26H), 1,37 (br. s, 12H), 0,86 (t, J= 6,5 Hz, 3H). RMN “C (62,5 MHz,
CDCl;5): 6 137,3, 129,3, 128,3, 127,6, 126,5, 108,9, 108,2, 79,7, 78,2, 77,7,
75,6, 72,7, 71,9, 59,8, 39,5, 31,9, 29,67, 29,64, 29,58, 29,54, 29,4, 29,3,
28,1, 27,2, 26,9, 26,4, 25,6, 22,6, 14,1. MALDI-MS (modo positivo,
CHCA): m/z 610,9 [M + Na]".

(e) O procedimento de 1(b) foi repetido usando o produto de

(d) acima dando
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que foi purificado por meio de cromatografia de flash
(15:85, acetato de etila: éter de petréleo) como um solido incolor
(rendimento: 72%). R¢ = 0,35 (2:8, acetato de etila: éter de petrdleo), [a]5=
+9,2 (c 1,0, CHCl;). RMN 'H (250 MHz, CDCL): § 7,31-7,23 (m, 5H),
5,70 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 4,19-4,00 (m, 4H), 3,95-3,88 (m, 1H), 3,71 (dd, J
=9,7, 3,0 Hz, 1H), 3,46-3,33 (m, 3H), 3,03 (dd, J = 14,0, 6,5 Hz, 1H), 2,88
(dd, J = 14,0, 6,5 Hz, 1H), 2,14 (dt, J = 10,5, 7,2, 2,7 Hz, 1H), 1,66-1,27
(m, 84H), 0,90 (t, J = 6,5 Hz, 6H). RMN “C (62,5 MHz, CDCl;): & 172,3,
137,2, 129,3, 128,3, 126,5, 109,0, 107,8, 79,7, 78,4, 77,7, 75,9, 72,1, 48,1,
39,6, 36,9, 31,9, 29,6, 29,5, 29,4, 29,35, 29,32, 29,0, 28,0, 27,3, 27,1, 26,4,
25,79, 25,72, 22,6, 14,1. MALDI-MS (modo positivo, DHB): m/z 962,4 [M
+ Na]". Calc. anal. para C¢H;0oNOg (939,83): C, 76,62; H, 11,68; N, 1,49.
Encontrado: C, 76,70; H, 11,59; N, 1,53.

(f) O procedimento de 1(c) foi repetido usando o produto de

(e) acima dando

R = CygMs
como um soélido incolor (rendimento: 70%), referido a
seguir como Composto 6 (‘analogo de 4-Desoxi-4-Fenil-Treitol-Ceramida').
RMN 'H (250 MHz, CsDsN): § 8,46 (d, J= 8,5 Hz, 1H), 7,37-7,13 (m, 5H),
4,22-4,04 (m, 7H), 3,94-3,92 (m, 2H), 3,17 (dd, J= 14,0, 4,6 Hz, 1H), 3,03
(dd, J = 14,0, 7,5 Hz, 1H), 2,31 (br. t, ] = 7,2 Hz, 2H), 1,73- 1,70 (m, 4H),
1,19-1,13 (m, 68H), 0,74 (t, J = 6,7 Hz, 6H). MALDI-MS (modo positivo,
DHB): m/z 882,9 [M + Na]". Calc. anal. para CssH;oNOg (859,76): C,
75,38; H, 11,83; N, 1,63. Encontrado: C, 75,36; H, 12,03; N, 1,68.
Composto 7: 4-Deso6xi-4-Fenil-Treitol-22-(Z)-Ceramida
(a) O procedimento de 1(b) foi repetido usando acido 22-
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(Z)-hexacosandico e o produto de 6(d) acima, p. ex.,

0 N; O
PRTY O\/ﬁf&"\ciﬁm
o} 07*
para dar
0
YR
Pl
m«\&m\/\r Ci
0 0
R= W

comov um sélido incolor (rendimento: 72%). R=0,38 (2:8,
acetato de etila: éter de petrdleo), [a]ZSD =+ 8,0 (¢ 1,0, CHCI;). RMN 'H
(250 MHz, CDCl;): 6 7,31-7,22 (m, SH), 5,66 (d, J=9,2 Hz, 1H), 5,36-5,31
(m, 2H), 4,12-3,98 (m, 4H), 3,91-3,84 (m, 1H), 3,67 (dd, J=10,0, 3,5 Hz,
1H), 3,43-3,28 (m, 3H), 2,99 (dd, J=14,0, 6,6 Hz, 1H), 2,84 (dd, J=14,0, 6,5
Hz, 1H), 2,00 (dt, J=10,5, 7,2, 2,7 Hz, 2H), 2,02-1,97 (m, 4H), 1,57-1,23
(m, 76H), 0,91-0,81 (m, 6H). RMN “C (62,5 MHz, CDCl): & 1723,
137,2, 130,1, 129,5, 129,3, 128,4, 126,6, 109,0, 107,8, 79,7, 78,4, 77,7,
75,9, 72,2, 71,2, 48,1, 39,6, 36,9, 31,9, 29,76, 29,71, 29,5, 29,4, 29,36,
29,31, 29,2, 29,0, 28,0, 27,3, 27,2, 27,1, 26,4, 25,8, 25,7, 22,8, 22,6, 14,1,
13,8. MALDI-MS (modo positivo, DHB): m/z 960,1 [M + Na]’, Anal,
Calcd for CgoH;¢0;NOg (937,81): C, 76,79; H, 11,49; N, 1,49. Encontrado:
C,76,86; H, 11,57; N, 1,55.

(b) O procedimento de 1(c) foi repetido usando o produto de

(a) acima dando

Ph Q
&’h >~R
OH
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como um soélido incolor referido a seguir como Composto 7
('4-Desoxi-4-Fenil-Treitol-22-(Z)-Ceramida') (rendimento: 68%). RMN 'H
(250 MHz, CsDsN): 6 8,46 (d, J=8,4 Hz, 1H), 7,37-7,13 (m, 5H), 5,41-5,25
(m, 2H), 4,22-4,05 (m, 7H), 3,94-3,92 (m, 2H), 3,17 (dd, J=14,0, 4,6 Hz,
1H), 3,05 (dd, J=14,0, 7,5 Hz, 1H), 2,31 (br, t, J=7,2 Hz, 2H), 1,99-1,87 (m,
4H), 1,80-1,64 (m, 4H), 1,17-1,13 (m, 60H), 0,79-0,71 (m, 6H). MALDI-
MS (modo positivo, DHB): m/z 881,1 [M + Na]’, Anal, Calcd for
CssHgoNOg (857,75): C, 75,56; H, 11,63; N, 1,63. Encontrado: C, 75,47; H,
11,58; N, 1,68.

Composto 8: D-Glicerol-fosfato Ceramida

(a) Uma solugdo de

(150 mg, 0,204 mmol) em CH,Cl, (4 ml), foi preparada
como descrito por Mayer, et al, Angew. Chem., 106:2289 (1994); Angew.
Chem., Int. Ed., 33:2177 (1994) e Kratzer, et al, Eur. J. Org. Chem., 291
(1998), e combinado com solugdo 0,45 M de tetrazol em acetonitrila (1,16
ml, 0,50 mmol) a temperatura ambiente. Apds ser agitada durante 10

minutos, uma solugdo de composto

+3
C}\)\/o‘,?,bi
éBn\r/
como descrito por Chen, et al, J Org. Chem., 63:6511
(1998), (97 mg, 0,265 mmol), em CH,Cl, seco (3 ml) foi adicionada a
mesma temperatura. A mistura de reagdo foi agitada durante 2,5 horas, ¢

entdo adicionou-se hidroperéxido de t-butila (0,26 ml, 0,266 mmol) a
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mistura de reagdo. A mistura de reagéo foi agitada adicionalmente durante
15 minutos e a mistura foi extraida com CH,Cl, e 4gua, a camada organica
foi lavada com NaHCO; saturada e salmoura, secada sobre MgSO, anidro.
O solvente foi evaporado dando material bruto, que foi purificado por meio

de cromatografia de flash (4:6, acetato de etila: éter de petroleo) dando

puro como um sélido incolor (191 mg, 92%) p.f. 87°C. R¢
0,40 (6:4, acetato de etila: éter de petréleo). [a]”p =+ 4,0 (¢ 1,0, CHCl,).
RMN 'H (400 MHz, CDCls, mistura de diasteredmeros): 6 7,36-7,32 (m,
5H), 6,01 (d, J=8,9 Hz, 1H), 5,89 (d, J=9,3 Hz, 1H), 5,07 (d, J=8,5 Hz, 2H),
5,04 (d, J=8,6 Hz, 2H), 4,29-4,19 (m, 3H), 4,10-3,86 (m, 6H), 3,76-3,69
(m, 1H), 2,11-2,03 (m, 2H), 1,55-1,18 (m, 72H), 1,38 (s, 6H), 1,37 (s, 3H),
1,36 (s, 3H), 1,31 (s, 6H), 1,28 (s, 3H), 1,27 (s, 3H), 0,85 (t, J=6,6 Hz, 6H).
RMN "C (100 MHz, CDCL): & 172,64, 172,61, 135,6, 135,5, 128,6-127,7
(m), 109,9, 108,0, 77,5, 75,3, 73,9, 65,9, 48,2, 36,7, 31,9, 29,6, 29,5, 29,3,
278, 26,5, 25,5, 25,1, 22,6, 14,1, *'P NMR (162 MHz, CDCL): § 0,1, 0,04.
MALDI-MS (modo positivo, Matriz CHCA): m/z 10432 [M + NaJ", calc.
anal. para CgH;(NOoP (1019,79): C, 70,62; H, 10,86; N, 1,37.
Encontrado: C, 70,66; H, 10,94; N, 1,41.

(b) O produto de (a) acima (160 mg, 0,157 mmol) e 10% de
Pd/C (50 mg) em metanol (8 ml) foi agitada sob atmosfera de H, a
temperatura ambiente durante 1 hora. A esta mistura de rea¢do adicionou-
se trietil amina (26 pl, 0,188 mmol), e apos ser agitada durante 15 minutos,
isto foi filtrado através de Celite e evaporado dando material bruto que foi

submetido a reagdo subseqiiente sem qualquer purificagdo adicional. O
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composto resultante

O,
| >\“"(3st51
0 HN C

foi dissolvido em MeOH/CH,Cl, (10:1, 22 ml) contendo
TFA (150 pl), e foi agitado & temperatura ambiente durante 3 dias. O
solvente foi evaporado dando um sélido. O sélido foi filtrado e lavado
cuidadosamente com acetato de etila e CH,Cl, (para remover material
organico soluvel). Este solido foi dissolvido em dioxano (1 ml), adicionou-
se algumas poucas gotas de MeOH e trietilamina (26 pl, 0,188 mmol) com
aquecimento a 60°C. Esta mistura foi liofilizada dando molécula-alvo nio-
protegida

OH o *NHEL;Q
Ho’\....ok -0 y‘cstm
P” HN

OVY\C14H29

referida a seguir como Composto 8 ('D-Glicerol-Fosfato
Ceramida'); como um sélido incolor (97 mg, 60%). RMN 'H (250 MHz,
CsDsN): 6 9,09 (d, J=8,5 Hz, 1H), 5,24-5,09 (m, 2H), 4,96-4,90 (m, 1H),
4,80-4,75 (m, 2H), 4,60-4,52 (m, 2H), 4,44-4,40 (m, 1H), 4,28 ‘(br, d, J=5,5
Hz, 2H), 3,10 (q, J=7,5 Hz, 6H), 2,60 (t, J=6,7 Hz, 2H), 2,05-1,32 (m,
81H), 0,97-0,95 (m, 6H). RMN “C (150,9 MHz, CsDsN): & 173,4, 75,5,
72,67, 72,65, 72,5, 68,3, 65,94, 65,92, 65,8, 45,7, 36,8, 33,3, 32,1, 30,3,
30,2, 30,0, 29,8, 29,6, 29,2, 6,4, 22,9, 14,2. RMN *'P (162 MHz, CsDsN): &
3,0. MALDI-MS (modo negativo, Matriz ATT): m/z 929,1 [M - HNEt;)],
Calc. anal. para CsoH;;9NOyP (1031,86): C, 68,70; H, 11,63; N, 2.72.
Encontrado: C, 68,75; H, 10,99; N, 2,79.
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Composto 9: L-Glicerol-fosfato Ceramida
o procedimento descrito em 8(a) acima foi seguido usando-

se 0 isOmero

+o -
M

dando um material bruto que foi purificado por meio de

cromatografia de flash (4:6, acetato de etila: éter de petr6leo) dando

O
}“C25H51
e : HN
d_ 2 _ofo L
P \’/\r CiaHag
OBn O

puro como um sélido incolor (195 mg, 94%) p.f. 85°C. R¢
0,47 (6:4, acetato de etila: éter de petréleo), [a]”’p = + 2,5 (¢ 1,0, CHCL,).
RMN 'H (400 MHz, CDCl;, mistura de diaesterdmeros): & 7,40-7,30 (m,
5H), 6,05 (d, J=9,1 Hz, 1H), 5,99 (d, J=9,2 Hz, 1H), 4,32-4,20 (m, 3H),
4,13-3,93 (m, 6H), 3,75 (br, dd, J=8,8, 5,6 Hz, 1H), 2,20-2,09 (m, 2H),
1,58-1,13 (m, 72H), 1,38 (s, 6H), 1,34 (s, 3H), 1,35 (s, 3H), 1,31 (s, 6H),
1,29 (s, 3H), 1,25 (s, 3H), 0,93 (t, J=6,6 Hz, 6H). RMN “C (100 MHz,
CDCly): & 172,64, 172,61, 135,6, 135,5, 128,6-127,7 (m), 109,9, 108,0,
108,0, 77,65, 77,63, 75,46, 75,43, 73,9, 73,8, 65,9, 48,2, 36,7, 31,9, 29.6,
29,5, 29,3, 28,9, 27,9, 27,8, 26,6, 26,5, 25,5, 25,1, 22,6, 14,1. RMN °'p
(162 MHz, CDCl;): 6 0,3, 0,2. MALDI-MS (modo positivo, Matriz
CHCA): m/z 1043,2 [M + Na]', calc. anal. para C¢oH110NOGP (1019,79):
C, 70,62; H, 10,86; N, 1,37. Encontrado: C, 70,69; H, 10,98; N, 1,47.

(b) O procedimento descrito em 8(a) acima foi usado dando

OH
OH ‘“NHE’Q
>_ Czsﬁm

zH—

0\/0\(\0{4 HQQ
OH
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referido a seguir como Composto 9 ('L-Glicerol-fosfato
Ceramida'); como um sélido incolor (83 mg, 55%). RMN 'H (250 MHz,
CsDsN): 6 9,09 (d, J=8,4 Hz, 1H), 4,87-4,65 (m, 5H), 4,59-4,33 (m, 3H), 4,28
(br, d, J=5,0 Hz, 2H), 3,10 (q, J=7,5 Hz, 6H), 2,63 (t, J=6,7 Hz, 2H), 2,05-1,37
(m, 81H), 0,99-0,96 (m, 6H). RMN "C (150,9 MHz, CsDsN): & 1734, 75,6,
72,65, 72,5, 68,4, 65,96, 65,7, 46,0, 36,9, 33,4, 32,1, 31,6, 31,2, 31,0, 29,8, 29,6,
292,264,229, 14,2. RMN *'P (162 MHz, CsDsN): & 3,6. MALDI-MS (modo
negativo, Matriz ATT): m/z 929,1 [M - HNES;)], calc. anal. para CsgH;1oNOoP
(1031,86): C, 68,70; H, 11,63; N, 2,72. Encontrado: C, 68,79; H, 10,95; N, 2,78.
Composto 10: Inositol cerimida

(a) Uma solugdo agitada de (366 mg, 0,691 mmol) do

OO OBl
810 T %,

OH

composto

obtida de acordo com procedimentos bem conhecidos, ver
Mayer, et al, Liebigs Ann./Recueil, 859 (1997) e Jiang, et al, J. Carbohydr.
Chem.. 6:319 (1987), foi misturada com 2,6-di-t-butilpiridina (159 mg, 0,83
mmol) em CH,Cl, anidro (3 ml) e Tf,0 (136 pl, 0,83 mmol) que foi dissolvida
em 2 ml de CH,Cl, a 0°C. A mistura de reacdo foi agitada a mesma

temperatura durante 3 horas. A mistura de reagfo foi recolhida em acetato de
etila e lavada com 4gua fria (2 x 25 ml). As camadas organicas combinadas
foram lavadas com salmoura, secadas e evaporadas dando o produto bruto que
foi purificado por meio de cromatografia de flash (8:92 acetato de etila: éter de
petréleo contendo gotas de Et;N)) dando (413 mg, 90%) de

OO
OB
Bﬂom o;‘%f

0Bn
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Rf 0,41 (1:9, acetato de etila: éter de petroleo). RMN 'H
(250 MHz, CDCl;): 6 7,41-7,28 (m, 15H), 4,88 (d, J=11,9 Hz, 1H), 4,78-
4,67 (m, SH), 4,30 (dd, J=6,0, 3,7 Hz, 1H), 4,17 (t, J=6,4 Hz, 1H), 4,03 (t,
J=7,6 Hz, 1H), 3,97 (dd, J=9,1, 6,5 Hz, 1H), 3,77 (dd, J=8,0, 3,6 Hz, 1H),
1,83-1,30 (m, 10 H). RMN "C (62,5 MHz, CDCl;): & 137,6, 137,32,
137,29, 128,4, 128,3, 128,2, 128,1, 128,0, 127,9, 127,7, 111,1, 87,7, 79,0,
77,83, 71,77, 76,4, 74,6, 73,6, 73,3, 37,0, 34,5, 25,0, 23,9, 23,6.

(b) O procedimento de 1(a) acima foi repetido usando-se
uma solugdo de NaH (60%, 7 mg, 0,181 mmol), 58 mg (0,151 mmol) de

componente esfingosina i.e.

em 1 ml de DMF anidro. Apoés trinta minutos de agitagdo,
adicionou-se uma solugéo do produto de (a) acima, (100 mg, 0,151 mmol)
em DMF anidro (1,5 ml), a esta mesma temperatura. Apds agitagdo de um
dia para o outro, a mistura de reacdo foi extinta por meio de adi¢do de uma
solug¢do aquosa de NH,CI. Isto foi recolhido em EtOAc e as camadas foram
separadas. A camada orgénica foi lavada com agua, secada sobre MgSO,
anidro e evaporada a secura. O material bruto foi purificado por meio de
cromatografia de flash (1:9, acetato de etila: éter de petrdleo) dando o

composto puro

como um liquido incolor (108 mg, 80%), R; =0,44 (1:9,
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acetato de etila: éter de petréleo). RMN 'H (250 MHz, CDCl;): § 7,45-7,23
(m, 15H), 4,88-4,63 (m, 6H), 4,30-3,83 (m, 8H, 3,75-3,69 (m, 1H), 3,56-
3,47 (m, 1H), 3,40-3,35 (m, 1H), 1,72-1,26 (m, 36 H), 1,37 (s, 3H), 1,35 (s,
3H), 0,88 (t, J=7,2 Hz, 3H). RMN "*C (62,5 MHz, CDCl;): § 139,0, 1388,
138,7, 138,6, 138,4, 138,3, 128,3, 128,22, 128,18, 128,1, 128,0, 127,59,
127,55, 127,5, 127,4, 127,3, 109,7, 108,0, 79,2, 79,1, 78,9, 78,8, 78,7, 78,0,
71,9, 71,8, 77,2, 76,25, 76,20, 75,4, 75,3, 74,2, 73,9, 73,7, 73,4, 73,3,
73,13, 73,09, 71,7, 71,5, 60,22, 60,16, 37,9, 35,3, 31,9, 29,64, 29,61, 29,5,
29,3, 28,13, 28,10, 26,4, 25,7, 25,1, 24,0, 23,5, 22,6, 14,0. MALDI-MS
(modo positivo, DHB): m/z 919,8 [M + Na]’, calc. anal. para Cs;H;7N;04
(896,20): C, 72,37; H, 8,66; N, 4,69. Encontrado: C, 71,91; H, 8,36; N,
4,68,

(c) O produto de (b) acima 160 mg (0,178 mmol), e uma pitada
de Pd(OH),/C em MeOH,CH,CyH,O (7,5:7,5:1, 3 ml) foi agitada sob
atmosfera de H, a temperatura ambiente de um dia para o outro. Em seguida, a
mistura foi filtrada, concentrada e co-evaporada com tolueno. O xarope
resultante foi dissolvido em DMF seco (4 ml). Adicionou-se sucessivamente
acido hexacosonoico (71 mg, 0,178 mmol), N-hidroxibenzotriazol (24 mg,
0,178 mmol) e cloridrato de 1-[3-(dimetilamino)-propil]-3-etilcarbodiimida (34
mg, 0,178 mmol) e a mistura resultante foi agitada, a 45°C durante 1 dia. Em
seguida, isto foi recolhido em acetato de etila, lavado com 4gua, solugdo de
salmoura saturada, secado sobre MgSO, anidro, e concentrado. O residuo foi
purificado por meio de cromatografia de coluna de flash (7:3, acetato de etila:

éter de petroleo) dando o composto
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(75 mg, 43%). R¢= 0,23 (7,5: 2,5, acetato de etila: éter de
petréleo). RMN 'H (250 MHz, CDCL3): & 6,09 (t, J=9,5 Hz, 1H), 4,47-4,40
(m, 1H), 4,27-3,68 (m, 10H), 2,36-2,11 (m, 2H), 1,72-1,18 (m, 82 H), 1,44
(s, 3H), 1,34 (s, 3H), 0,88 (t, J=6,4 Hz, 6H). MALDI-MS (modo positivo,
DHB): 1002,0 [M + Na]", calc. anal. para CsoH;1;NOy (978,51): C, 72,42;
H, 11,43; N, 1,43. Encontrado: C, 72,16; H, 11,46; N, 1,36.

(d) Uma solugdo do produto (c) acima (46 mg, 0,047 mmol),
em MeOH/CH,Cl, (1:1, 2 ml), com alguns poucos cristais de CSA foram
agitados, a temperatura ambiente, durante 2 dias. O sélido despejado foi

secado dando 22 mg do composto

HO 0

OH
w- OH >‘R
HO-X HN OH
HO,

O - *
\/\[/\Cu*‘fas
OH

R = CasHs;

referido a seguir como Composto 10 (‘inositol-ceramida');
(55% de rendimento). RMN 'H (250 MHz, CsDsN): 6 5,20-4,15 (m, HH),
2,49-2,38 (m, 2H), 2,38-1,10 (m, 72H), 0,91-0,80 (m, 6H). MALDI-MS
(modo positivo, DHB): m/z 881,6 [M + Na]J", calc. anal. para CsoHyoNOs
(858,32): C, 69,97; H, 11,63; N, 1,63. Encontrado: C, 70,07; H, 11,70; N,
1,67.
Composto 11: Inositol ceramida C,s acila

(a) O produto de 10(b) (114 mg (0,127 mmol) p. ex.

9%
0OBn
snom N, O
BnO T

o (/\
\/\{ Caatog
G

foi combinado com 10% de Pd/C (100 ng) em
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MeOH/CH,CI,/H,O (7,5:7,5:1, 3 ml) e agitado sob uma atmosfera de H, a
temperatura ambiente de um dia para o outro. Em seguida, a mistura foi
filtrada, concentrada e co-evaporada com tolueno. O xarope resultante foi
dissolvido em DMF seco (4 ml). Adicionou-se sucessivamente 4cido palmitico
(33 mg, 0,127 mmol), N-hidroxibenzotriazol (17 mg, 0,127 mmol) e cloridrato
de 1-[3-(dimetilamino)-propil]-3-etilcarbodiimida (24 mg, 0,127 mmol) ¢ a
mistura resultante foi agitada a 45°C durante 1 dia. Em seguida, isto foi
recolhido em acetato de etila, lavado com agua, solugio de salmoura saturada,
secado sobre MgSO, anidro, e concentrado. O residuo foi purificado por meio

de cromatografia de flash (7:3, acetato de etila: éter de petroleo) dando

05 Q
(o)
HO oH >R
HN ©
HO T ¥

X :
\/\; ’\‘014!‘!29
Q.
R =CysHy

(48 mg, 45%). Ry = 0,24 (3:4, acetato de etila: éter de
petréleo). RMN 'H (250 MHz, CDCl5): § 6,05 (t, J=9,3 Hz, 1H), 4,47-4,39
(m, 1H), 4,27-3,67 (m, 10H), 2,28-2,13 (m, 2H), 1,72-1,20 (m, 62 H), 1,44
(s, 3H), 1,34 (s, 3H), 0,88 (t, J=6,4 Hz, 6H). MALDI-MS (modo positivo,
DHB): 861,7 [M + NaJ", calc. anal. para C4Ho;NOy (838,24): C, 70,11; H,
10,94; N, 1,67. Encontrado: C, 70,19; H, 11,03; N, 1,69.

(b) O produto de (a) acima (44 mg, 0,047 mmol) em
MeORCH,Cl, (1:12 ml) contendo alguns poucos cristais de CSA foi
agitado a temperatura ambiente durante 36 horas. O sélido despejado foi

filtrado e secado dando
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referido a seguir como Composto 11 (‘inositol-ceramida C;s
acila); (19 mg, 50%). RMN 'H (250 MHz, CsD;sN): & 5,35-4,25 (m, 1 1H),
2,48-2,37 (m, 2H), 2,37-1,10 (m, 52H), 0,90-0,78 (m, 6H). MALDI-MS
(modo positivo, DHB): 741,2 [M + NaJ", calc. anal. para CsH;sNO,
(718,05): C, 66,91; H, 11,09; N, 1,95. Encontrado: C, 66,98; H, 11,47; N,
1,39.

Composto 12: O-mio-Inositol Ceramida

oo}
oAl
BHO&\:’;\Y"QH

HO

(a) Composto

foi preparado com procedimentos bem conhecidos, ver
Stadelmaier, et al, Carbohydr. Res., 338:2557 (2003). O composto acima
(2,66 g, 6,820 mmol) em tolueno seco (25 ml), foi tratado com NaH (95%
em oOleo mineral, 200 mg, 8,333 mmol), brometo de benzila (900 pl, 7,578
mmol). A mistura de reagdo foi refluxada durante 10 horas. A mistura de
reacdo foi resfriada a temperatura ambiente, e diluida com acetato de etila,
lavada com 4gua, secada sobre MgSO, e evaporada dando residuo que foi
purificado por meio de cromatografia de flash (15:85, acetato de etila: éter

de petroleo) de uma mistura de isdmeros (~1:1,4) (75% de rendimento)

dando
ogo; '
-QAll
B8no O

BnO
R¢= 0,32 (15:85, acetato de etila: éter de petréleo). RMN 'H
(600 MHz, CDCly): & 7,37-7,28 (m, 10H), 5,96-5,90 (m, 1H), 5,29 (dd,
J=17,4, 1,8 Hz, 1H), 5,18 (dd, J=10,8, 1,8 Hz, 1H), 4,87 (d, J=11,4 Hz, 1H,
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benzil-H)), 4,76-4,71 (m, 3H, benzil-H), 4,38-4,36 (m, 1H, alil-H), 4,29
(dd, J=6,0, 4,2 Hz, 1H, H-4),4,23-4,21 (m, 1H, alil-H), 4,01 (dd, J=7,2, 6,0
Hz, 1H, H-5), 3,79 (t, J=8,1 Hz, 1H, H-2), 3,68 (dd, J=8,1, 3,9 Hz, 1H, H-
3), 3,59 (dd, J=9,6, 7,2 Hz, 1H, H-6), 3,44 (dd, J=9,6, 8,1 Hz, 1H, H-1),
2,32 (br, s, 1H, -OH), 1,80-1,41 (m, 10H). RMN "*C (150 MHz, CDCl;): &
138,5, 138,1, 135,0, 128,59, 128,57, 128,47, 128,43, 128,0, 127,98, 127,94,
127,8, 127,7, 117,2, 110,4, 81,4 (C-6), 80,6 (C-2), 78,4 (C-5), 77,4 (C-3),
74,6, 74,0 (C-4), 73,3 (C-1), 72,8, 72,2, 37,3, 35,0, 25,0, 23,9, 23,6.
MALDI-MS (modo positivo, DHB): m/z 503,5 [M + Na]".

(b) Os procedimentos de 1(a) e 1(b) foram repetidos usando-
se o produto de (a) acima dando
09 “
Bnoﬁ[ OAumg 0Bn

BnO t :

0\/Y\01¢H29

OBn

que foi purificado por meio de cromatografia de flash (5:95,
acetato de etila: éter de petroleo), (rendimento: 87%). R=0,54 (1:9, acetato
de etila: éter de petréleo), [a]”p = + 1,4 (¢ 1,0, CHCl;). RMN 'H (600
MHz, CDCl;): 6 7,39-7,23 (m, 20H), 5,96-5,90 (m, 1H), 5,20 (dd, J=17,4,
1,8, Hz, 1H,), 5,10 (dd, J=10,8, 1,8 Hz, 1H), 4,84-4,81 (m, 2H, benzil-H),
4,72 (d, J=12,0 Hz, 1H, benzil-H), 4,68-4,64 (m, 2H, benzil-H), 4,59-4,54
(m, 2H, benzil-H), 4,46 (d, J=11,4 Hz, 1H, benzil-H), 4,26 (t, J=4,8 Hz, 1H,
‘H-4), 4,19-4,16 (m, 3H, H-5, H-3, alil-H), 4,14-4,06 (m, 2H, H-1', alil-H),
3,99-3,96 (m, 1H, H-1"), 3,81 (d, J=1,8 Hz, 1H, H-1), 3,75 (dd, J=9,6, 1,8
Hz, 1H, H-2), 3,72-3,70 (m, 1H, H-2"), 3,58-3,56 (m, 2H, H-3', H-4"), 3,33
(dd, J=8,4, 2,4 Hz, 1H, H-6), 1,61-1,41 (m, 10H), 1,26-1,24 (m, 26H), 0,88
(t, J=7,2 Hz, 1H, 3H). RMN "C (150 MHz, CDCl;): § 138,5-127,4 (m,
24C), 135,1, 116,8, 109,7, 79,6 (C-4"), 79,1 (C-1, C-6), 78,8 (C-2), 78,7 (C-
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3"), 78,0 (C-5), 76,3 (C-3), 73,8 (C-4), 73,6, 73,5 (C-1"), 73,3, 71,9, 70,9,
62,4 (C-2"), 37,5, 35,0, 25,0, 23,9, 23,6, 22,7, 14,1. MALDI-MS (modo
positivo, DHB): m/z 1009,1 [M + Na]*, calc. anal. para CgHgN;Os
(985,62): C, 74,28; H, 8,48; N, 4,26. Encontrado: C, 74,19; H, 8,42; N,
4,28.

(c) O produto de (b) acima (700 mg, 0,710 mmol) em uma
mistura de tolueno/etanol/1 M de HCI aq. (3:6:1, 15 ml) foi aquecido a
60°C durante 3 horas. O solvente foi co-evaporado com tolueno, secado em
vacuo, o residuo foi dissolvido em DMF seco (10 ml), NaH (60% de dleo
mineral, 85 mg, 3,553 mmol) foi adicionado e agitado durante 30 minutos,
a temperatura ambiente, e entdo adicionou-se brometo de benzila (220 pl,
1,77 mmol). A mistura de reagdo foi agitada durante mais 5 horas, e entdo
extraida com éter de dietila (2 x 20 ml), a camada de éter foi lavada com
agua, secada sobre MgSO, e evaporada dando material bruto, que foi
purificado por meio de cromatografia de flash (5:95, acetato de etila: éter

de petrdleo) dando

BnO oOBn

OAll
BnO Ny OBn
BrO, - :

O\/\g/\cmﬁzs

OBn

(655 mg, 85% de rendimento). R=0,40 (5:95, acetato de
etila: éter de petroleo), [a]®p=+2,8 (c 1,0, CHCl;). RMN 'H (600 MHz,
CDCls): 6 7,44-7,28 (m, 30H), 5,96-5,90 (m, 1H), 5,32 (dd, J=17,4, 1,8 Hz,
1H), 5,14 (dd, J=10,8, 1,8 Hz, 1H), 4,88-4,62 (m, HH), 4,54 (d, J=11,4 Hz,
1H), 4,29-4,27 (m, 1H), 4,22-4,12 (m, 3H), 4,08 (br, s, 1H), 3,96 (br, s,
3H), 3,87-3,83 (m, 3H), 3,68-3,66 (m, 2H), 1,49-1,32 (m, 26H), 0,94 (t,
J=7,2 Hz, 3H). RMN “C (150 MHz, CDCl;): § 138,5-127.2 (in, 36C),
135,4, 116,2, 79,8, 79,2, 79,0, 78,9, 78,7, 78,38, 78,36, 76,0, 74,6, 74,4,
73,8, 73,17, 73,15, 73,0, 72,18, 72,10, 62,5, 32,0, 29,9, 29,89, 29,80, 29,79,



79

29,76, 29,4, 27,0, 25,7, 22,7, 14,2. MALDI-MS (modo positivo, DHB): m/z
1110,4 [M + Na]'. Calc. anal. para CgoHg;N30g (1085,65): C, 76,28; H,
8,07; N, 3,87. Encontrado: C, 76,36; H, 8,17; N, 3,95.

(d) O produto de (c) acima (650 mg, 0,598 mmol) em éter
de dietila (5 ml) foi adicionado a uma suspenséo de LiAlH, (46 mg, 1,210
mmol) em éter de dietila (10 ml) a 0°C por gotejamento. A mistura de
reagdo foi trazida lentamente a temperatura ambiente e refluxada durante 1
hora. A mistura de reagdo foi extinta com metanol e extraida com acetato
de etila (2 x 15 ml) e 4gua. A camada orgénica foi lavada com salmoura e
secada sobre MgSO,. A remogdo do solvente deu uma amina bruta. O
procedimento em 1(b) acima foi repetido para o acoplamento desta amina
ao acido carboxilico dando

BaO OBn O
v R }‘Czsﬂsa
BnO X HN  OBn
BnOO z z

\/\(\014“’29

OoBn
R =0l

(rendimento: 65%). R¢= 0,57 (15:85, acetato de etila: éter de
petréleo), + 1,6 (¢ 1,0, CHCl;). RMN 'H (600 MHz, CDCL): & 7,37-7,17
(m, 30H), 7,04 (d, J=8,6 Hz, 1H), 5,96-5,91 (m, 1H), 5,27 (dd, J=17,4, 1,8
Hz, 1H), 5,15 (dd, J=10,8, 1,8 Hz, 1H), 4,83-4,43 (m, 13H, benzil-H, H-1"),
4,33-4,31 (m, 1H), 4,23-4,21 (m, 1H), 4,19-4,02 (m, 2H, H-4, H-2'), 3,91
(dd, J=9,6, 2,4 Hz, H-2), 3,88-382 (m, 3H, H-3', H-6, H-1), 3,73 (dd, J=9,6,
3,0 Hz, 1H, H-3), 3,70 (dd, J=10,2, 2,4 Hz, 1H, H-5), 3,66-3,62 (m, 1H, H-
1'), 3,48-3,44 (m, 1H, H-4"), 2,21-2,17 (m, 2H), 1,57-1,27 (m, 72H), 0,91 (¢,
J=7,2 Hz, 6H). RMN “C (150 MHz, CDCl;): & 172,8, 139,2-127,2 (m,
36C), 135,1, 117,1, 80,8 (C-4"), 80,0 (C-1), 79,6 (C-3), 79,44 (C-2), 79,41,
79,3 (C-5, C-6), 78,2 (C-3"), 75,3 (C-4), 74,6, 74,4, 73,8, 73,8 (C-1"), 73,6,
73,1, 72,8, 72,7, 71,6, 51,0 (C-2"), 36,8, 32,0, 29,9, 29,79, 29,77, 29,72,
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29,6, 29,44, 29,43, 26,4, 25,9, 25,8, 22,7, 14,1. MALDI-MS (modo
positivo, DHB): m/z 14642 [M + Na]’, calc. anal. para CysH;39NOg
(1438,04): C, 79,29; H, 9,74; N, 0,97. Encontrado: C, 79,35; H, 9,81; N,
1,09.

(e) O composto de (d) acima (650 mg, 0,452 mmol) como
uma solugdo em etanol (15 ml), foi tratado com DBU (10 pl, 0,065 mmol),
e cloreto de tris(trifenilfosfino) ruténio (II) (130 mg, 0,135 mmol).. A
mistura de rea¢do foi aquecida em refluxo a 90°C durante 30 minutos. O
solvente foi evaporado dando produto isomerizado (R; = 0,54, 15:85,
acetato de etila: éter de petrdleo), que foi diséoivido em HCl aq. 1 M em
acetona (1:9, 15 ml) e a mistura de reagéo foi aquecida em refluxo a 70°C
durante 15 minutos. A mistura foi resfriada a temperatura ambiente,
neutralizada com Et;N e extraida com acetato de etila (2 x 20 ml), a fase
orgénica foi lavada com 4gua e salmoura, secada sobre MgSO, e evaporada
dando material bruto. Purificado por meio de cromatografia de flash

(18:82, acetato de etila: éter de petréleo) dando

R=0OH

(655 mg, 78% de rendimento). R¢= 0,2 (15:85, acetato de
etila: éter de petréleo), [0]”’p = -6,4 (c 1,0, CHCL). RMN 'H (600 MHz,
CDCl;): & 7,37-7,23 (m, 30H), 7,16 (d, J-8,7 Hz, 1H), 4,88 (d, J=12,0 Hz,
1H), 4,78-4,68 (m, 5H), 4,59-4,54 (m, 4H), 4,47-4,42 (m, 3H), 4,09-4,06
(m, 3H), 3,95-3,93 (m, 2H), 3,76-3,3,73 (m, 2H), 3,66 (br, d, J=8.4 Hz,
1H), 3,51-3,46 (m, 2H), 1,97-2,14 (m, 2H), 1,52-1,24 (m, 72H), 0,89 (t,
J=7,2 Hz, 6H). RMN “C (150 MHz, CDCL;): & 172,9, 138,9-127,3 (m,
36C), 80,7, 80,3, 79,9, 79,3, 79,1, 74,4, 74,2, 74,0, 73,9, 73,5, 73,3, 72,0,
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71,7, 70,2, 51,9, 36,9, 31,9, 29,9, 29,77, 29,75, 29,70, 29,5, 29,42, 294,
26,3, 25,8, 22,7, 14,1. MALDI-MS (modo positivo, DHB): m/z 1424,7 [M
+ Na]". Calc. anal. para Cyo,Hi3sNOy (1398,01): C, 78,98; H, 9,73; N, 1,00.
Encontrado: C, 79,08; H, 9,84; N, 1,13.

(f) O procedimento de 6(a) para reduzir um grupo OH foi

repetido usando o produto de (e) acima dando

BnO OBn
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que foi purificado por meio de cromatografia de flash (2:98
acetato de etila: tolueno) como soélido incolor (60%). Ry = 0,57 (4:96,
acetato de etila: tolueno), [a]”p = + 11,2 (¢ 1,0, CHCl;). RMN 'H (600
MHz, CDCly): 6 7,38-7,17 (m, 30H), 6,36 (d, J=8,6 Hz, 1H, -NH), 4,83-
4,36 (m, 12H, benzil-H), 4,18-4,14 (m, 2H, H-2', H-4), 4,00 (br, d, J=9,0
Hz, 1H, H-1"), 3,93 (del, J=10,0, 3,0 Hz, 1H), H-2), 3,84 (t, J=4,0 Hz, 1H,
H-3'), 3,78 (d, J=3,0 Hz, 1H, H-1), 3,76 (br, t, J=9,0 Hz, 1H, H-5), 3,72
(dd, J=10,0, 2,0 Hz, 1H, H-3), 3,66 (br, d, J=9,0 Hz, 1H, H-1"), 3,51 (ddd,
J=12,0, 8,0, 4,0 Hz, 1H, H-4"), 1,98-1,94 (m, 1H, H- 6), 1,824,72 (m, 2H),
1,63-1,61 (m, 1H, H-6), 1,43-1,24 (m, 72H), 0,86 (t, J=6,5 Hz, 6H). RMN
°C (150 MHz, CDCl): & 173,3, 139-127,2 (m, 36C), 80,2 (C-2, C-3'), 79,8
(C-3, C-4"), 75,9 (C-4), 75,8 (C-1), 75,1 (C-5), 74,0, 73,8, 72,5, 71,9, 71,0
(C-1, 51,3 (C-2", 36,6, 31,9, 30,5, 30,2, 29,8, 29,75, 29,73, 29,69, 29,65,
29,5, 29,4, 29,3, 26,0, 25,7, 22,7, 14,1. MALDI-MS (modo positivo, DHB):
m/z 1408,6 [M + Na]", calc. anal. para CgH;35NOg (1382,02): C, 79,89; H,
9,84; N, 1,01. Encontrado: C, 79,98; H, 9,99; N, 1,18.

(g) O produto de (f) acima (150 mg, 0,108 mmol) e 20% de
Pd(OH),/C (150 mg) em MeOH/CH,CLH,0 (7,5:7,5:1, 6 ml) foi agitado

sob atmosfera de H, 4 temperatura ambiente durante 2 horas. O produto
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precipitou-se e foi dissolvido por meio da adi¢do de uma mistura de
solventes metanol/CH,Cly/éter de petréleo e com aquecimento. Apds

filtrag@o, o filtrado foi concentrado dando sélido incolor

HO QH
yCZSHq
HN

HO
HO
(@) A
C1¢H29

OH
R=H

referido a seguir como Composto 12 (‘andlogo de D-mio-
Inositol Ceramida') (86 mg, 95% de rendimento). RMN 'H (250 MHz,
CsDsN): & 8,45 (d, J=8,5 Hz, 1H), 5,16 (dd, J=8,0,.4,2 Hz, 1H), 4,58-4,43
(m, 4H), 4,33-4,22(m, 5H), 2,45-2,30 (m, 3H), 1,91-1,77 (m, 3H), 1,28-
1,21 (m, 70H), 0,83 (t, J=6,7 Hz, 6H). MALDI-MS (modo positivo, DHB):
m/z 864,4 [M + Na]’, calc. anal. para CsoHooNOg (841,74): C, 71,30; H,
11,85; N, 1,66. Encontrado: C, 71,41; H, 11,98; N, 1,73.
Composto 13: Sal de D-mio-Inositol Ceramida

(a) A uma solugdo agitada do produto de 12(e) acima, p. ex.

Bno osn
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OBn
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(200 mg, 0,143 mmol) em DMF/THF (1:1, 2 ml),
adicionou-se complexo SO3;*NMes; (40 mg, 0,287 mmol), e a mistura de
reagdo foi agitada durante 24 horas & temperatura ambiente. Apos
completamento da reag@o, isto foi extraido com CH,Cl, (2 x 10 ml) e a fase
orgénica foi secada e concentrada, purificada por meio de cromatografia de
flash dando s6lido incolor, que foi dissolvido em MeOH/CH,Cl, (1:1, 2 ml)
e passado através de resina de troca de ion Dowex 50 X 8H' (forma de

Na’) e eluido com mistura de MeOH/CH,Cl, (1:1, 100 ml). O solvente foi
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evaporado para se obter sélido,

BnO OBn 's)
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que foi purificado por meio de cromatografia de flash dando
um solido incolor (203 mg, 95% de rendimento). Este composto foi
desbenzilado usando-se procedimento similar ao descrito para o composto
12(f) acima, dando um sdélido incolor
HO ou s

HO HN  OH
0

R = OSO3Na
referido a seguir como Composto 13 ('D-mio-Inositol
Ceramida') (rendimento: 40% de rendimento).

RMN 'H (400 MHz, CsDsN: CD,0D): § 8,50 (d, J=8,5 Hz,
1H), 5,10 (dd, J=10,0, 2,0 Hz, 1H), 4,58-4,55 (m, 2H), 4,48-4,42 (m, 2H),
4,26-4,17 (m, 3H), 4,06-3,99 (m, 2H), 3,91-3,88 (m, 1H), 2,31-2,26 (m,
2H), 1,63-1,10 (m, 72H), 0,90 (t, J=5,7 Hz, 6H).

MALDI-MS (modo negativo, ATT): m/z 938,7 [M - Na].
Calc. anal. para CsoHggNNaO;,S (959,67): C, 62,53; H, 10,29; N, 1,46.
Encontrado: C, 62,59; H, 10,38; N, 1,51.

Composto 14: 4-(S)-Fenila Treitol Ceramidas

(@) Acido L-(+)-tartarico foi convertido a um triflato
correspondente de acordo com procedimentos bem conhecidos, ver
Wagner, et al., J. Chem. Soc. Perkins Trans., 1, 780 (2001).; Su, et al.,
Tetrahedron., 57 2147 (2001); Surivet, et al., Tetrahedron Lett., 39:7249
(1998) e Surivet, et al, Tetrahedron., 55:1311 (1999), todos incorporados
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aqui por referéncia. A sintese do triflato resulta numa mistura
diaestereomérica. Esta mistura é separada, seguindo as referéncias
indicadas acima, dando dois compostos.

Rt Ry O

Ph
0.

oTf

Ry = OTBDPS, Ry = H
€
Rp = OTBDPS, Ry = H

(b) O procedimento de 1(a) acima foi repetido com um
triflato de (a) acima, em que R; = OTBDPS e R,=H, p. ex.

b A AN OTF

(9]
Ry =OTBDPS, Ry = H

para dar

R1 Ry, 0

Ph &‘ \/\f CyqHag

= OTBDPS, R, =

que foi purlﬁcado via cromatografia de flash dando como
um liquido incolor, com um rendimento de 84%. R=0,62 (1:9, acetato de
etila: éter de petréleo), [a]*’p = + 20,5 (c 1,0, CHCL;). RMN 'H (250 MHz,
CDCls): 6 7,71-7,17 (m, 15H), 4,90 (d, J=4,5 Hz, 1H), 4,27-4,20 (m, 1H),
4,15-4,06 (m, 1H), 3,95 (dd, J=8,0, 4,5 Hz, 1H), 3,79-3,70 (m, 2H), 3,52
(dt, J=8,7, 2,0 Hz, 1H), 3,40 (t, J=9,0 Hz, 1H), 3,28-3,16 (m, 2H), 1,54-
1,20 (m, 26H), 1,42 (s, 3H), 1,37 (s, 3H), 1,32 (s, 3H), 1,28 (s, 3H), 1,06 (s,
9H), 0,88 (t, J=6,5 Hz, 3H). RMN "C (62,5 MHz, CDCl;): & 140,4, 136,07,
136,02, 133,5, 133,2, 129,5, 1294, 127,7, 1274, 1273, 127,2, 127,0,
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109,2, 108,1, 81,1, 77,7, 76,8, 75,7, 75,5, 72,8, 72,6, 59,7, 31,9, 29,6,
29,59, 29,53, 29,4, 29,3, 28,0, 27,0, 26,88, 26,82, 26,4, 25,6, 22,6, 19,3,
14,1. MALDI-MS (modo positivo, CHCA): m/z 865,2 [M + Na]". Calc.
anal. para CsoH75N3;04S1 (842, 23): C, 71,30; H, 8,98; N, 4,99. Encontrado:
C, 71,39; H, 9,03; N, 5,07.

(c) O procedimento de 1(b) acima foi repetido usando o

produto de (b) acima dando

'Ry = OTBDPS, Ry = H

, que foi purificado via cromatografia de flash (8:9,2 de
acetato de etila:éter de pefréleo), como um solido incolor, com 72% de
rendimento. R¢= 0,52 (1:9, acetato de etila: éter de petrdleo), [a]25D =+
17,9 (c 1,0, CHCl3). RMN 'H (250 MHz, CDCl;): & 7,69-7,16 (m, 15H),
5,72 (d, J=8,7 Hz, 1H), 4,84 (d, J=4,7 Hz, 1H); 4,19-4,08 (m, 4H), 3,87 (dd,
J=7,6, 4,5 Hz, 1H), 3,59 (br, d, J=9,2 Hz, 1H), 3,33 (br, d, J=10,5 Hz, 1H),
3,17 (br, d, J=4,5 Hz, 2H), 2,12-2,06 (m, 2H), 1,56-1,25 (m, 72H), 1,40 (s,
3H), 1,31 (s, 3H), 1,30 (s, 3H), 1,19 (s, 3H), 1,05 (s, 9H), 0,89 (t, J=6,7 Hz,
6H). RMN "C (62,5 MHz, CDCL;): § 170,4, 139,5-127,1 (m), 109,1, 108,1,
80,3, 77,6, 77,1, 75,7, 72,6, 71,7, 65,2, 58,9, 31,8, 29,6, 29,5, 29,3, 292,
28,0, 26,9, 26,6, 26,5, 26,3, 25,5, 22,6, 20,6, 14,0. MALDI-MS (modo
positivo, DHB): m/z 1217,7 [M + Na]", calc. anal. para C;6H;,7NO,Si
(1194, 90): C, 76,39; H, 10,71; N, 1,17. Encontrado: C, 76,45; H, 10,81; N,
1,21.

(d) O produto de (c) acima (200 mg, 0,169 mmol) em THF e
solugdo 1,0M de TBAF (0,2 ml, 0,203 mmol), foi agitado a temperatura

ambiente durante 24 horas. A mistura de rea¢do foi entdo recolhida em
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acetato de etila, lavada com agua, entdo solugdo de salmoura saturada, e
depois secada sobre MgSQO, anidro, e concentrada. O residuo foi

purificado, via cromatografia de flash, dando

>"’025H51

Ph/k( C14H29

R4 = OH, Ry =

como um solido incolor (132 mg, 82% de rendimento). R¢=
0,42 (4:6, acetato de etila: éter de petrdleo), [a]25D =+ 6,7 (c 0,5, CHCl;).
RMN 'H (250 MHz, CDCl;): § 7,41-7,32 (m, 5H), 5,68 (d, J=9,0 Hz, 1H),
4,87 (d, J=5,5 Hz, 1H), 4,32-3,96 (m, 5H), 3,60 (dd, J=10,0, 3,8 Hz, 1H),
3,39 (dd, J=10,0, 2,5 Hz, 1H), 3,24 (dd, J=10,5, 5,5 Hz, 1H), 3,14 (dd,
J=10,5, 4,0 Hz, 1H), 2,12 (dt, J=7,5, 3,5 Hz, 2H), 1,54-1,25 (m, 72H), 1,43
(s, 3H); 1,41 (s, 3H), 1,38 (s, 3H), 1,33 (s, 3H), 0,88 (t, J=6,7 Hz), 6H).
RMN C (62,5 MHz, CDCL): § 172,5, 139,5, 128,3, 127,8, 126,1, 109,3,
107,9, 81,0, 77,6, 76,1, 73,0, 72,1, 71,2, 48,1, 36,9, 31,9, 29,6, 29,5, 29,3,
29,0, 27,05, 27,01, 26,4, 25,7, 22,6, 14,1. MALDI-MS (modo positivo,
CHCA): m/z 979,4 [M + Na]", calc. anal. para CgoH;0sNO; (956,51): C,
75,34; H, 11,49; N, 1,46. Encontrado: C, 75,40; H, 11,55; N, 1,51.

(e) Os procedimentos de 1(c) acima foram repetidos usando

o produto de (d) acima, dando um soélido incolor,

R1 = OH, Rzﬁ Ph

referido a seguir como Composto 14 ('4-(S)-Fenila Treitol

Ceramida'), com um rendimento de 68%. RMN 'H (600 MHz, CsD;sN): &
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8,52 (d, J=8,5 Hz, 1H), 7,79-7,27 (m, 5H), 5,39 (d, J=7,8 Hz, 1H), 5,18-
4,94 (m, 1H), 4,93-4,91 (m, 1H), 4,30-4,19 (m, 5H), 4,12-4,08 (m, 2H),
2,41 (br, t, J=7,5 Hz, 2H), 1,92-1,25 (m, 72H), 0,87 (t, J=6,5 Hz, 6H).
RMN "C (150,9 MHz, CsDsN): § 173,3, 114,4, 128,3, 128,1, 127,2, 76,2,
75,4, 75,2, 74,6, 72,8, 71,3, 70,0, 51,8, 36,8, 32,1, 30,3, 30,0, 29,7, 29,6,
26,6, 26,4, 22,9, 14,3. MALDI-MS (modo positivo, CHA): m/z 899,1 [M +
Na]’, calc. anal. para Cs;H;o;NO, (876,38): C, 74,01; H, 11,62; N, 1,60.
Encontrado: C, 73,98; H, 11,59; N, 1,62.
Composto 15: 4-(R)-Fenil Treitol Ceramida

(a) O procedimento de 1(a) acima foi repetido usando o
produto de 14(a) acima, em que R;=H e R,= OTBDPS, p. ex.,

Ry R, O

Ph””

Ry = H, Ry = OTBDPFS

R1 Rz O
E \/\‘,-*’\C H
~ 141729

= H, Ry = OTBDPS, 86%

para dar

que foi purificado por meio de cromatografia de flash (7:9,3
acetato de etila/éter de petrdleo), como um liquido incolor, com um
rendimento de 86%. R¢=0,59 (1:9, acetato de etila: éter de petréleo). [a]*p
=-15,0 (c 1,0, CHCl3). RMN 'H (250 MHz, CDCl,): & 7,76-7,14 (m, 15H),
4,82 (d, J=6,5 Hz, 1H), 4,21-4,06 (m, 3H), 3,86 (dd, J=9,5, 5,5 Hz, 1H),
3,87-3,68 (m, 3H), 3,51 (dt, J=9,5, 2,2 Hz, 1H), 3,34 (dd, J=10,0, 8,5 Hz,
1H), 1,58-1,25 (m, 26H), 1,41 (s, 3H), 1,36 (s, 3H), 1,33 (s, 3H), 1,31 (s,
3H), 1,04 (s, 9H), 0,87 (t, J=6,7 Hz). RMN "C (62,5 MHz, CDCl): &
139,5, 136,1, 135,9, 133,6, 133,3, 129,4, 129,3, 127,88, 127,80, 127.4,
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127,2, 127,1, 109,1, 108,1, 80,3, 77,7, 77,5, 77,1, 75,7, 72,6, 71,7, 59,7,
31,8, 29,6, 29,5, 29,55, 29,50, 29,47, 29,41, 29,3, 29,2, 28,0, 27,0, 26,6,
26,4, 26,3, 25,5, 25,4, 22,6, 19,3, 14,1. MALDI-MS (modo positivo,
CHCA): m/z 865,4 [M + Na]", calc. anal. para CsoH;sN304Si (842, 23): C,
71,30; H, 8,98; N, 4,99. Encontrado: C, 71,42; H, 9,07; N, 5,04.

(b) Os procedimentos de 14(b) acima foram repetidos, mas
usando o produto de (a) acima dando |

k_CZSHﬂ

R{R O

F’hAr§7 \/\r&_, 1Mz

= H, Ry = OTBDPS

que foi purificado por meio de cromatografia de flash (1:9
acetato de etila/éter de petrdleo)[;] o composto puro foi obtido como um
s6lido incolor com um rendimento de 69%. R=0,49 (1:9, acetato de etila:
éter de petréleo), [a]”p = - 5,9 (¢ 1,0, CHCl;). RMN 'H (250 MHz,
CDCl;): 6 7,77-7,18 (m, 15H), 5,88 (d, J=9,0 Hz, 1H), 4,74 (d, J=6,5 Hz,
1H), 4,10-4,07 (m, 3H), 3,97 (dd, J=8,0, 6,5 Hz, 1H), 3,77 (dt, J= 5,7, 2,2
Hz, 1H), 3,55 (br, d, J=9,0 Hz, 1H), 3,27 (br, d, J=8,5 Hz, 1H); 3,00-2,97
(m, 2H), 2,16-2,08 (m, 2H), 1,58-1,25 (M, 72H), 1,39 (s, 3H), 1,33 (s, 3H),
1,29 (s, 3H), 1,18 (s, 3H), 1,04 (s, 9H), 0,88 (t, J=6,5 Hz, 6H). RMN "*C
(62,5 MHz, CDCl;): 6 172,6, 139,6, 136,1, 135,9, 133,6, 133,2, 1294,
127,9, 127,4, 127,3, 127,2, 109,2, 107,7, 80,6, 77,7, 77,1, 76,9, 75,7, 72,0,
70,8, 49,4, 36,9, 31,9, 29,7, 29,5, 29,3, 29,2, 28,4, 27,0, 26,6, 26,4, 26,3,
25,5, 25,4, 22,6, 19,3, 14,1. MALDI-MS (modo positivo, DHB): m/z
1217,7 [M + Na]". Calc. anal. para C;H;2;NO,Si (1194, 90): C, 76,39; H,
10,71; N, 1,17. Encontrado: C, 76,41; H, 10,75; N, 1,22.

(c) Os procedimentos de 14(c) acima foram repetidos, mas



39

usando o produto de (b) acima dando

O%
CogH
RiR, 0 HN OF

PhA(I; :k/ox/'\g’:\

Ry=H,R;=0OH

que foi purificado por meio de cromatografia de flash (3:7
de acetato de etila/éter de petroleo), o composto foi obtido como um sélido
incolor, com um rendimento de 85%. R¢= 0,40 (4:6, acetato de etila: éter de
petréleo), [a]*’p = -3,1 (¢ 0,5, CHCl;). RMN 'H (250 MHz, CDCl;): & 7,38-
7,36 (m, 5H), 5,58 (d, J=9,0 Hz, 1H), 4,69 (d, J=5,2 Hz, 1H), 4,13-3,91 (m,
5H), 3,60 (dd, J=9,7, 3,2 Hz, 1H), 3,33 (dd, J=9,7, 2,5 Hz, 1H), 3,21 (dd,
J=10,5, 5,2 Hz, 1H), 3,10 (dd, J=10,5, 3,5 Hz, 1H), 2,12 (dt, J=7,5, 3,2 Hz,
2H), 1,58-1,24 (m, 72H), 1,42 (s, 6H), 1,39 (s, 3H), 1,31 (s, 3H), 0,87 (t,
J=6,5 Hz, 6H). RMN "C (62,5 MHz, CDCl,): § 172,4, 139,6, 128,5, 128.3,
126,9, 109,9, 107,8, 81,9, 77,7, 77,2, 76,8, 75,9, 5 74,9, 71,7, 71,1, 48,1,
36,9, 31,9, 29,7, 29,5, 29,3, 28,9, 28,0, 27,3, 27,2, 26,4, 25,8, 25,7, 22,6,
14,1. MALDI-MS (modo positivo, CHCA): m/z 979,5 [M + Na]*. Calc.
anal. para CgH;00NO; (956,51): C, 75,34; H, 11,49; N, 1,46. Encontrado:
C,75,43; H, 11,48; N, 1,44,

(d) Os procedimentos de 14(d) acima foram repetidos, mas

usando o produto de (¢) acima dando

Ry Q
Ri oy )‘Czs”m
HO HN OH
HO, = &
\/\}/\CMH@
HO

Rqy= Ph. Ra = OH

como um solido incolor, referido a seguir como Composto
15 ('4-(R)-Fenil Treitol Ceramida') obtido com um rendimento de 60%.
RMN 'H (600 MHz, CsDsN): § 8,46 (d, J=8,5 Hz, 1H), 7,82-7,28 (m, SH),
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5,46 (d, J=5,4 Hz, 1H), 5,14-511 (m, 1H), 4,25-4,00 (m, 8H), 2,38 (m, 2H),
1,88-1,25 (m, 72H), 0,86 (t, J=6,5 Hz, 6H). RMN "“C (150,9 MHz,
CsDsN): 6 173,3, 144,4, 128,4, 127,7, 127,3, 76,6, 76,2, 75,3, 74,4, 727,
71,2, 71,0, 51,7, 36,8, 33,8, 32,1, 30,3, 30,1, 30,0, 29,8, 29,7, 29,6, 26,6,
26,3, 22,9, 14,2. MALDI-MS (modo positivo, CHCA): m/z 899,5 [M +
Na]". Calc. anal. para Cs;H;q,NO; (876,38): C, 74,01; H, 11,62; N, 1,60.
Encontrado: C, 74,05; H, 11,68; N, 1,65.
Composto 16: 4-(S)-Fenil Treitol-22-(Z)-Ceramida

(a) O procedimento de 1(b) acima foi repetido usando 4cido

22-(Z)-hexacosendico com o produto de 9(b) acima, p. ex.,

Ph/"\r J\/O\/'ﬁg""‘c1 .
0 0

L,

R1 = OTBDPS, R.z =H

para dar

R'I RZ

PhAr K \ “Cieag
\}_

Ry = OTBDPS, R, = H

que foi purificado por meio de cromatografia de flash (5:
9,5, acetato de etila:tolueno) como um sélido incolor (rendimento: 72%). R
= 0,53 (5:9,5, acetato de etila: tolueno), [a]st =+ 24,6 (¢ 1,0, CHCI).
RMN 'H (250 MHz, CDCl;): & 7,70-7,15 (m, 15H), 5,65 (d, J=8,5 Hz, 1H),
5,36-5,31 (m, 2H), 4,83 (d, J=4,5 Hz, 1H), 4,17-4,06 (m, 4H), 3,84 (dd,
J=7,5, 4,5 Hz, 1H), 3,58 (dd, J=9,2, 2,2 Hz, 1H), 3,38 (dd, J=9,7, 2,1 Hz,
1H), 3,16 (br, d, J=4,5 Hz, 2H), 2,13-1,94 (m, 6H), 1,61-1,17 (m, 76H),
1,04 (s, 9H), 0,91-0,83 (m, 6H). RMN °C (62,5 MHz, CDCL;): & 172,2,
140,3-127,0 (m, 17C), 109,2, 107,6, 81,5, 77,7, 76,8, 75,8, 75,6, 73,0, 70,9,
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60,2, 48,1, 36,8, 31,8, 29,7, 29,6, 29,5, 29,4, 29,35, 29,31, 29,2, 28.9, 28,0,
27,15, 27,11, 27,0, 26,8, 26,4, 25,7, 25,6, 22,8, 22,6, 14,1, 13,8. MALDI-
MS (modo positivo, DHB): m/z 1214,3 [M + Na]*.

(b) O procedimento de 14(c) acima foi repetido usando o
produto de (a) acima e purificado por meio de cromatografia de flash (4:6

de acetato de etila: éter de petroleo) dando

8

Rig, ®  HN 0O
OE >

0

R¢= OH, Ry =H

como soOlido incolor (rendimento: 98%). Ry = 0,31 (3.7,
acetato de etila: éter de petréleo), [a]”’p = + 14,9 (¢ 1,0, CHCL;). RMN 'H
(250 MHz, CDCls): 6 7,40-7,26 (m, 5H), 5,66 (d, J=9,0 Hz, 1H), 5,37-5,33
(m, 2H), 4,88 (dd, J=5,5, 2,7 Hz, 1H), 4,23-3,96 (m, 5H), 3,60 (dd, J=10,0,
4,0 Hz, 1H), 3,39 (dd, J=9,5, 2,2 Hz, 1H), 3,23 (dd, J=10,5, 5,2 Hz, 1H),
3,13 (dd, J=10,5, 4,0 Hz, 1H), 3,09 (d, J=2,7 Hz, 1H), 2,12 (dt, J=10,5, 7,5,
3,5 Hz, 2H), 2,05-1,96 (m, 4H), 1,60-1,25 (m, 76H), 0,92-0,85 (m, 6H).
RMN "C (62,5 MHz, CDCly): § 172,4, 139,6, 130,0, 129,5, 1282, 126,1,
109,2, 107,8, 80,9, 77,6, 76,6, 76,0, 73,0, 72,0, 71,1, 48,1, 36,8, 31,8, 29,7,
29,67, 29,60, 29,5, 29,38, 29,33, 29,27, 29,24, 28,8, 27,9, 27,1, 27,0, 26,9,
26,4, 25,69, 25,67, 22,8, 22,6, 14,0, 13,7. MALDI-MS (modo positivo,
DHB): m/z 976,7 [M + Na]".

(¢) O procedimento de 14(d) acima foi repetido usando o

produto de (b) acima para se obter um sélido incolor

Ry 0, _
Ry=+ H W
HO HN  OH
HOO r T
Y Cutag
HO

Ry = OH, R, =Ph



92

referido a seguir como Composto 16 (*4-(5)-Fenil Treitol-
22-(Z)-Ceramida'), (rendimento: 67%). RMN 'H (250 MHz, CsDsN): &
8,43 (d, J=8,7 Hz, 1H), 7,70-7,16 (m, SH), 5,39- 5,28 (m, 3H), 5,08-5,02
(m, 1H), 4,89-4,79 (m, 1H), 4,23-4,07 (m, SH), 4,05-3,95 (m, 2H), 2,30 (br.
t, J=7,5 Hz, 2H), 1,99-1,87 (m, 4H), 1,80-1,67 (m, 4H), 1,17-1,13 (m,
60H), 0,78-0,73 (m, 6H). MALDI-MS (modo positivo, DHB): m/z 897,1
[M + Na]*. Calc. anal. para Cs4HgoNO; (873,74): C, 74,18; H, 11,41; N,
1,60. Encontrado: C, 74,16; H, 11,49; N, 1,68.
Composto 17: 4-(R)-Fenil Treitol-22-(Z)-Ceramida

(a) O procedimento de 1(b) foi repetido usando-se acido 22-
(Z)-hexacosenoico com o produto de 15(b) acima, p. ex.

Ry Ry, Q N

P_h/k; J\/O\/% ~
o

0.

R, = H. Ry = OTBDPS

ph/k;%* \/\’ CaaHge

= H, Ry = OTBDPS

para dar

que foi puriﬁcado por meio de cromatografia de flash (5:
9,5, acetato de etila: tolueno) como um sélido incolor (rendimento: 75%).
Re= 0,57 (5:9,5, acetato de etila: tolueno), [a]25D =-6,0 (c 1,0, CHCI,).
RMN 'H (250 MHz, CDCl;): & 7,75-7,18 (m, 15H), 5,68 (d, J=8,0 Hz, 1H),
5,40-5,33 (m, 2H), 4,72 (d, J=6,5 Hz, 1H), 4,12-4,00 (m, 3H), 3,93 (dd,
J=38,0, 6,5 Hz, 1H), 3,79-3,72 (m, 1H), 3,53 (br. d, J=9,5 Hz, 1H), 3,24 (br.
d, J=9,5 Hz, 1H), 3,02-2,91 (m, 2H), 2,16-1,96 (m, 6H), 1,60-1,25 (m,
76H), 1,04 (s, 9H), 0,92-0,85 (m, 6H). RMN “C (62,5 MHz, CDCL;): §
172,3, 139,6-127,2 (m, 17C), 109,1, 107,7, 80,6, 77,7, 77,1, 76,9, 75,7,
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72,1, 70,8, 48,1, 36,9, 31,9, 29,74, 29,70 29,6, 29,5, 29,39, 29,35, 29,30,
29,2, 29,0, 28,0, 27,2, 26,9, 26,7, 26,4, 25,8, 25,7, 22,8, 22,6, 14,1, 13,7.
MALDI-MS (modo positivo, DHB): m/z 1214,4 [M + Na]".

(b) O procedimento de 15(c) foi repetido usando o produto
de (a) acima e purificado por meio de cromatografia de flash (4:6 de

acetato de etila: éter de petréleo) dando

O,

20
Ri Ry

o HN O
Ry = H, Ry = OH

puro como um sodlido incolor (rendimento: 98%). Ry= 0,32
(3:7, acetato de etila: éter de petroleo). [a]25D =+5,5 (¢ 1,0, CHCI;). RMN
'H (250 MHz, CDCLy): & 7,39-7,30 (m, 5H), 5,56 (d, J- 9,2 Hz, 1H), 5,37-
5,32 (m, 2H), 4,68 (t, J=4,5 Hz, 1H), 4,13-3,94 (m, 5H), 3,59 (dd, J=9,5,
3,5 Hz, 1H), 3,32 (dd, J=9,5, 3,5 Hz, 1H), 3,20 (dd, J=10,5, 5,2 Hz, 1H),
3,10 (dd, J=10,2, 3,8 Hz; 1H), 2,92 (d, J=4,5 Hz, 1H), 2,11 (dt, J=10,5, 7,5,
3,5 Hz, 2H), 2,03-1,95 (m, 4H), 1,60-1,24 (m, 76H), 0,91-0,84 (m, 6H).
RMN "C (62,5 MHz, CDCl;): & 1723, 139,6, 130,0, 129,5, 128.4, 126,9,
109,8, 107,7, 81,8, 77,6, 76,7, 75,8, 74,9, 71,7, 71,1, 48,0, 36,8, 31,8, 29,7,
29,69, 29,60, 29,5, 29 38, 29,32, 29,28, 29,27, 29,24, 28,9, 27,9, 27,29,
27,22, 27,1, 26,4, 25,7, 25,6, 22,8, 22,6, 14,0, 13,7. MALDI-MS (modo
positivo, DHB): m/z 976,6 [M + Na]".

(¢) O procedimento de 15(d) foi repetido usando o produto

de (b) acima para se obter um sélido incolor

R, o}

R~k W
HOO bt
\'/Y\'CmHze

HO
Ry = Ph. Ry = OH
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referido a seguir como Composto 17 ('4-(R)-Fenil Treitol-
22-(Z)-Ceramida'), (rendimento: 63%). RMN 'H (250 MHz, CsDsN): 6
8,42 (d, J=8,7 Hz, 1H), 7,73-7,16 (m, 5H), 5,38- 5,30 (m, 3H), 5,05-5,00
(m, 1H), 4,19-3,98 (m, 7H), 3,92-3,86 (m, 1H), 2,28 (br, t, J=7,5 Hz, 2H),
1,98-1,87 (m, 4H), 1,80-1,65 (m, 4H), 1,17-1,12 (m, 60H), 0,78-0,71 (m,
6H). MALDI-MS (modo positivo, DHB): m/z 897,4 [M + Na]". Calc. anal.
para CssHgoNO; (873,74): C, 74,18; H, 11,41; N, 1,60. Encontrado: C,
74,11; H, 11,51; N, 1,66.
Sintese de acido (19Z, 22Z)-Hexacosadienéico

(@) O procedimento para 'Sintese 4cido 22-(Z)-
Hexacosandico', etapa (a) acima foi repetido a partir de acido 11-

bromoundecandico dando

O
Hsco)l’b/ﬁ?\omp

com 97% de rendimento. RMN 'H (250 MHz, CDCl;): &
4,58 (t, J=3,2 Hz, 1H), 3,92-3,83 (m, 1H), 3,78-3,72 (m, 1H), 3,65 (s, 3H),
3,52-3,46 (m, 1H), 3,42-3,36 (m, 1H), 2,30 (t, J=7,5 Hz, 2H), 1,88-1,15 (m,
10 H), 1,25 (br, s, 28H). RMN “C (62,5 MHz, CDCl;): § 174,2, 98,7, 67,6,
62,2, 51,3, 34,0, 30,7, 29,7, 29,63, 29,60, 29,5, 29,45, 29,40, 29,2, 29,1,
26,2, 25,4, 24,9, 19,6. MALDI-MS (modo positivo, CHCA): m/z 436,1 [M
+Na]".

(b) O procedimento da 'Sintese 4cido 22-(Z)-
hexacosandico', etapa (b) acima, foi repetido para (a) acima dando

0

HSCOJL(")%\OH

com 98% de rendimento, RMN 'H (250 MHz, CDCL;): &
3,67 (s, 3H), 3,63 (t, J=6,5 Hz, 2H), 2,30 (t, J=7,5 Hz, 1H), 1,64-1,51 (m,
4H), 1,25 (br, s, 26H). RMN "C (62,5 MHz, CDCL;): & 174,3, 63,0, 51,4,
34,0, 32,7, 29,63, 29,60, 29,5, 29,58, 29,56, 29,4, 29,2, 29.1, 25,7, 24.9.
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MALDI-MS (modo positivo, CHCA): m/z 351,9 [M + Na]".

(c) O procedimento da 'Sintese acido 22-(Z)-hexacosandico',
etapa (c) acima, foi repetido para (b) acima dando

o O
Ha,CO/LL(V)éLH

com 90% de rendimento. RMN 'H (250 MHz, CDCl): 8
9,76 (s, 1H), 3,66 (s, 3H), 2,39 (dt, J=14,0, 7,5, 2,0 Hz, 2H), 2,26 (t, J=7,5
Hz, 2H), 1,66-1,56 (m, 4H), 1,25 (br, s, 26H). RMN "C (62,5 MHz,
CDCls): 6 202,6, 173,4, 50,7, 43;4, 33,5, 29,29, 29,23, 29,08, 29,01, 28,9,
28,79, 28,76, 24,5, 21,6, ESI-MS (modo positivo) (326,2): 349,3 [M +
Na]".

(d O procedimento da 'Sintese 4acido 22-(Z)-

hexacosanoico', etapa (d) acima, foi repetido para (c) acima dando

H,CO™

com 98% de rendimento. RMN 'H (250 MHz, CDCL): &

5,37-5,34 (m, 4H), 3,66 (s, 3H), 2,78 (t, J=6,2 Hz, 2H), 2,30 (t, J=7,5 Hz,

2H), 2,08-1,99 (m, 4H), 1,64-1,58 (m, 2H), 1,42-1,25 (m, 30H), 0,91 (t,

J=7,5 Hz, 3H). RMN °C (62,5 MHz, CDCl;): & 174,1, 130,0, 129,7, 128,0,

127,8, 51,2, 34,0, 29,64, 29,60, 29,55, 29,51, 29,4, 29,27, 29,22, 29,1, 27,1,
25,5,24,8,22,7,13,7.

(e) O produto de (d) acima (1,23 g, 3,022 mmol) em THF

(10 ml) e hidroxido de potédssio 2 N (12 ml) foi aquecido em refluxo

durante 8 h, e acidificado com éacido cloridrico 2 N (~ pH 1-2). Extraido

com éter de dietila (2 x 30 ml), secado e concentrado dando sélido incolor

que foi recristalizado de acido acético glacial dando cristais incolores

(rendimento: 52%), e o licor-m&e foi concentrado e purificado por meio de

cromatografia de flash dando



96

O
HOJ\&/_)';:\/”—“\/\

acido (19Z,227)-Hexacosadiendico como cristais incolores
com 42% de rendimento. RMN 'H (250 MHz, CDCl;): & 5,37-3,32 (m,
4H), 2,76 (t, J=6,2 Hz, 2H), 2,33 (t, J=7,5 Hz, 2H), 2,06-1,98 (m, 4H),
1,67-1,55 (m, 2H), 1,32-1,23 (m, 30H), 0,90 (t, J=7,5 Hz, 3H). RMN °C
(62,5 MHz, CDCl;): 6 180,1, 130,1, 129,8, 128,1, 127, 9, 34,0, 29,6, 29,59,
29,55, 29,4, 29,3, 29,2, 29,0, 27,2, 25,6, 24,6, 22,8, 13,8, ESI-MS (modo
negativo) (392,3): 391,4 [M-H]J".

Composto 18: Treitol-(19Z,227)Ceramida

(a) O procedimento de 1(b) acima foi repetido usando 4cido

(192,227)-Hexacosadiendico e o produto de 3(b), p. ex.

liquido incolor, que solidifica ao descansar, (rendimento:
71%). Re= 0,24 (3:7, acetato de etila: éter de petréleo), z [a]*’p = + 13,6 (¢
1,0, CHCl3). RMN 'H (250 MHz, CDCl;): & 5,73 (d, J=9,5 Hz, 1H), 5,43-
5,33 (m, 4H), 4,24-4,15 (m, 1H), 4,08-3,99 (m, 3H), 3,92- 3,86 (m, 1H),
3,80-3,65 (m, 5H), 3,60-3,54 (m, 2H), 2,77 (t, J=6,2 Hz, 2H), 2,14 (dt, J=
10,5, 7,5, 3,0 Hz, 2H), 2,07-1,99 (m, 4H), 1,61-1,24 (m, 74H), 0,93-0,84
(m, 6H). RMN "C (62,5 MHz, CDCL): & 172,5, 130,0, 129,7, 128.0,
127,8, 109,2, 107,9, 79,1, 77,6, 76,6, 76,1, 71,8, 71,6, 62,3, 48,1, 36,8,
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31,8, 29,6, 29,5, 29,4, 29,36, 29,30, 29,26, 29,21, 28,9, 27,8, 27,1, 26,9,
26,4, 25,67, 25,63, 25,5, 22,7, 22,6, 14,0, 13,7. MALDI-MS (modo
positivo, DHB): m/z 899,1 [M + Na]J".

(b) O procedimento de 1(c) acima foi seguido usando o

produto de (a) acima dando

OH

HO 17
Hoo\j!;\/?fcﬁﬁza
GH

sélido incolor (rendimento: 67%), referido a seguir como
Composto 18 ('Treitol-(19Z,22Z)-Ceramida’). RMN 'H (250 MHz,
CsDsN): 6 8,65 (d, J=8,5 Hz, 1H), 5,66-5,55 (m, 4H), 5,30-5,24 (m, 1H),
4,63-4,45 (m, 1H), 4,42-4,32 (m, 9H), 4,18 (d, J=5,5 Hz, 2H), 3,01 (t, J=62
Hz, 2H), 2,54 (t, J=7,5 Hz, 2H), 2,28-2,14 (m, 4H), 2,03-1,87 (m, 4H),
1,48-1,36 (m, 58H), 1,02-0,97 (m, 6H). MALDI-MS (modo positivo,

Matriz CHCA): m/z 819,8 [M + Na]".



REIVINDICACOES

1. Composto, caracterizado pelo fato de que ¢ de férmula I:

.
mﬁl

it
ullll”z
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o
X
py

i Al

O—X
mm

em que

R' representa uma porcdo hidrofébica adaptada para ocupar
o canal C' de CD1d humana,

R’ representa uma por¢do hidrofébica adaptada para ocupar
o canal A' de CD1d humana, de tal forma que R' preencha pelo menos pelo
menos 30% do volume ocupado do canal C' comparado com o volume
ocupado pelo nCj;;Hyy terminal da cadeia esfingosina da a-
galactosilceramida quando ligado & CDI1d humana e R? preenche pelo
menos 30% do volume ocupado do canal A' comparado com o volume
ocupado pelo nC,sHs; terminal da cadeia acila da a-galactosilceramida
quando ligado a CD1d humana

R’ representa hidrogénio ou OH,

R* e R® representa, cada um, hidrogénio e, adicionalmente,
quando R’ representa hidrogénio, R* ¢ R® em conjunto podem formar uma
ligagdo simples,

X representa ou -CHA(CHOH),Y ou - P(=0)©O)
OCH,(CHOH),,Y, sendo que Y representa CHB;B,,

n representa um numero inteiro de 1 a 4, m representa 0 ou

A representa hidrogénio,

um de B; e B, representa H, OH ou fenila, e o outro



representa hidrogénio ou um de B; e B, representa hidroxila e o outro
representa fenila,

adicionalmente, quando n representa 4, entdo A, em
conjunto com um de B; e B, em conjunto, formam uma ligag¢do simples e
o outro de B, e B, representa H, OH ou OSO;H

e sais farmaceuticamente aceitiveis dos mesmos.

2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que R' preenche pelo menos 35% do volume ocupado do canal
C' como definido na reivindicagdo 1.
3. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 ou

reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que R* preenche pelo menos 40%

do volume ocupado do canal A' como definido na reivindicagdo 1.
4. Composto de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que R' representa

uma cadeia de hidrocarboneto linear saturada ou insaturada contendo de 5 a
14 atomos de carbono na cadeia.
5. Composto de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que R' representa

uma cadeia de hidrocarboneto linear saturada ou insaturada contendo de 11
a 14 atomos de carbono na cadeia.

6. Composto de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que R’ representa
uma cadeia de hidrocarboneto linear saturada ou insaturada contendo de 8 a
25 atomos de carbono na cadeia.

7. Composto de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que um ou ambos de

R' ou R? contém uma ou mais duplas ligagdes.
8. Composto de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des precedentes 7, caracterizado pelo fato de que um ou ambos




de R' ou R? contém uma, duas ou trés duplas ligagdes.
9. Composto de acordo com a reivindicagdo 7 ou

reivindicagdo 8, caracterizado pelo fato de que as duplas ligagdes sdo cis

(Z).

10. Composto de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que X representa
CHA(CHOH),CHB;B,.

11. Composto de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que X representa
CH,(CHOH),CHB,B,.
12. Composto de acordo com qualquer uma das

reivindicagOes precedentes, caracterizado pelo fato de que n representa 1, 2

ou 3.
13. Composto de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que R’ representa

hidrogénio.
14. Composto de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que R® e R®, ambos,

representam hidrogénio.
15. Composto de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes precedentes, caracterizado pelo fato de que um de B, e B,

representa hidrogénio e o outro representa hidroxi.
16. Composto de acordo com qualquer uma das

retvindica¢Ses precedentes, caracterizado pelo fato de que € para uso como

um medicamento.
17. Método para proteger um individuo mamifero contra, ou
tratar, um virus, infecgdo microbiana, parasita, uma doenga auto-imune,

cancer, alergia ou asma, caracterizado pelo fato de que compreende

administrar ao individuo uma quantidade farmaceuticamente eficaz de um



composto como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 15 que
apresenta atividade farmacéutica contra, ou no tratamento de, um referido
virus, infec¢@o microbiana, parasita, uma doeng¢a auto-imune, céncer,
alergia ou asma.

18. Composigdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que

compreende um composto como definido em qualquer uma das
reivindicagSes de 1 a 15 em mistura com um excipiente, carreador ou

adjuvante farmaceuticamente aceitavel.
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RESUMO
“COMPOSTO, METODO PARA PROTEGER UM INDIVIDUO
MAMIFERO CONTRA, OU TRATAR, UM VIRUS, INFECCAO
MICROBIANA, PARASITA, UMA DOENCA AUTO-IMUNE,

CANCER, ALERGIA OU ASMA, E, COMPOSICAO
FARMACEUTICA” |
Descreve-se um composto de formula I,
)
T
E : § R
OH R° I

sendo que R; representa uma porgdo hidrofébica adaptada para
ocupar o canal C’ de CD1d humana, R, representa uma porgio hidrofébica
adaptada para ocupar o canal A' de CD1d humana, de tal forma que R,
preencha pelo menos pelo menos 30% do volume ocupado do canal C'
comparado com o volume ocupado pelo nC;sH,y terminal da cadeia
esfingosina de a-galactosilceramida quando ligado a CD1d humana e R,
preenche pelo menos 30% do volume ocupado do canal A' comparado com o
volume ocupado pelo nC,sHs; terminal da cadeia acila da a-
galactosilceramida quando ligado a CD1d humana R; representa hidrogénio
ou OH, R* e R® representa, cada um, hidrogénio, e, adicionalmente, quando
R’ representa hidrogénio, R®* e R® em conjunto, podem formar uma ligagio
simples, X representa ou -CHA(CHOH),Y ou - P(=0)(0)0CH,(CHOH),Y,
sendo que Y representa CHB;B,, n representa um numero inteiro de 1 a 4, m
representa 0 ou 1, A representa hidrogénio, um de B, e B, representa H, OH
ou fenila, e o outro representa hidrogénio ou um de B; e B, representa
hidroxila e o outro representa fenila, adicionalmente, quando n representa 4,

entdo A juntamente com um de B; e B, forma, em conjunto, uma ligagio



2

simples, e o outro de B; e B, representa H, OH ou OSO;H e sais
farmaceuticamente aceitidveis do mesmo; os compostos de formula I sdo
indicados para uso no tratamento de um virus, infecgdo microbiana, parasita,

uma doenga auto-imune, cancer, alergia ou asma.
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