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A presente invencao refere-se a oncologia, em particular a um composto molecular, denominado aqui de "oncoloose", capaz de
destruir seletivamente células de tumores sdlidos sem afetar células saudéveis de replicacdo répida. A presente invencéo fornece
um produto que compreende um composto molecular, denominado oncoloose, guiado de forma seletiva para o interior dos
tumores, através de um grupamento carboxilico que neutraliza a sua carga elétrica negativa, para carrear o fa&rmaco acridina ao
DNA das células tumorais, impedindo a suareproducdo e levando as células tumorais aapoptose ou auto™ destruicéo celular.
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Composto molecular que compreende uma molécula de acridina - ligada’ quimicamente a um grupamento
carboxilico util para a destruicdo seletiva de células de tumores sélidos.

ANTECEDENTES DA | NVENCAO

Canpo da | nvencéo

A presente invencdo refere-se a um conposto nolecular,
denomi nado aqui de "oncol oose", capaz de destruir
seletivamente células de tunobres soOlidos sem afetar células
saudavei s de replvi cacao rapida.

Ant ecedentes da | nvencéao

Os conpostos gui m ot er 4pi cos sao aquel es comumnent e
utilizados no tratamento de doencas causadas por agentes
bi ol 6gicos. Quando a quimoterapia ¢é aplicada ao cancer, ¢&
chamada de quinioterapia anti neopl asi ca ou Qquimoterapia
antibl &stica .

O prineiro quimoterapico antineoplasico foi desenvolvido
a partir do gas nostarda, usado nas duas Guerras Mindiais - conp
arma quimca. ‘Apbés a exposicdo de soldados a este agente,
observou-se que eles desenvolveram hipoplasia medul ar e
linfoide, o0 que levou ao seu uso no tratamento dos |infomas
malignos. A partir da publicacdo de estudos <clinicos feitos.
com o gas nobstarda e das observacfes sobre os efeitos do acido
folico em criancas com | eucem as, verificou-se avango
crescente da qui nmi ot er api a ant i neopl asi ca. At ual ment‘e,
qui m ot er 4pi cos miis ativos e nmenos toéxicos encontramse
di sponivei s par a uso na pratica clinica. Os avancgos
verificados nas Udltinmas décadas, na area da quimoterapia
antineoplasica, tém facilitado consideravelnente a aplicacao
de outros tipos de tratanmento de céancer- e pernmtido nmaior
nirmero de curas.

A quimoterapia funciona ao interronper ou retardar o
crescinento de <células de cancer, as quais crescem e se
di vi dem rapi danent e. Ent r et ant 0O, a quimoterapia tanbém pode
dani ficar células saudaveis que se dividem rapidanente, conp

aquelas no revestimento da boca e intestino, as dos gl 6bulos

brancos ,responsaveis pela defesa, ou as que fazem o cabelo
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2
crescer. | sso pode resul tar nui t as vezes em conplicacgdes
renais e cardiacas.

0  principal obj etivo no desenvol vi nento de agentes
qui m ot er api cos ant i neopl asi cos € a nelhoria da seletividade e
a consequente reducdo dos efeitos colaterais i ndesej avei s. Uma
das possibilidades gue surgiu no estado da arte para resolver
esse probl emy, nenci onada na Patente US 5.622.936, foi o wuso
de pr6-drogas. Pr 6- dr ogas sdo drogas que sdo ativadas no sitio
ou dentro da célula alvo, ou que sédo detoxicadas com células
néo - al vo.

Al gumas  nol écul as com atividade antitunoral foram citadas
em docunent os de patentes, i ncl usive docunent os brasil ei ros,
mas  nenhuma del as atingia sonment e as células t unor ai s. O
pedido de patente  brasileiro BR0601827 (Pitta, I.R et al.) ,
deposi t ado em 24 de nmargo de 2006, refere-se a conpostos
deri vados acriclino-tiazolidinicos denomi nados tiazacri di nas e
i m da zacr idinas |, que tiveram acao anti tunoral, e 0s
respectivos processos de sintese qui m ca, bem conb seu uso
terapéutico cono farmaco capaz de produzir _efeitos
antitunorais

E conheci do no estado da técnica que azoi i di nas e
acri di nas sdo eficazes no conbate de processos i nf ecci osos. A
acri >di na (di-benzenc [b,e]piridina ou 10- azaant r aceno) f oi
isolada por Gaebe em 1871; isolada a partir de Oleos de alto

ponto de ebulicdo em 1926, por Wrth (Patentes DE 440771 e GB

214756) ; preparada a partir do é&cido N f enilantrani |lico por
Per ki n, em 1923 (Patente GB 214756) ; a partir de Ca-
antranilato por Kol ler, em 1928 {Monatsh. 50,51); passando o
vapor de benzilanilina por um fio de platina quente por Mer,
em 1916 (Monatsh., 37, 698) e por Ul mnn, em 1907 (Ser. 40,
2521) . As acridinas eram comunente utilizadas em corantes
manuf at urados e intermediarios, sendo alguns destes corant es
utilizados cono antisépticos cono, por exenpl o, 9-

am noacridina ,acrif lavina e proflavina.

Lhome et ai. (Pedido de Patente PCT W9425439, de 14 de
novenbro de 1994 ; FR935283, de 04 de maio de 1993) prepararam
subst anci as deri vadas de acridi na com propri edades

antineoplasicas , cono o} (3, 6-bis-dimetilamno-acridin-4-il) -
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net anol . Conpost os conj ugados por condensacéo do aci do
porfirinico com derivados de 9-aninoacridinas foram preparados
por Karagianis & Janes, Aust. J. Chem. 1995, 48(10) , p. 1693-
1705. Os conpostos conjugados foram isolados por cromatografia
de exclusdo de tamanho em rendinmentos de nmis de 35% e
purificados por HPLC semni -preparado para pureza de 98% Duflos
et ai. (Docurmento de Patente FR2716454, de 25 de agosto de
1995; Pedido de Patente FR941971, de 22 de fevereiro de
1994 )sintetizaram deri vados de 4- (am nonetil) -3-
di meti |l am noacri di na conb agentes anticancerigenos . Novanente,
nenhum dos docunent os citados apresentou conpostos com alta
sel eti vi dade

Ferlin et al. (Eur . J. Med. Chem 35: 827- 837, 2000)
prepararam derivados substituidos de 9-acridina e azacridina
(anal ogos de m AMSA) com atividade antvtumoral contendo efeito
inibitdério sobre a DNA-topoisonerase Il. Apesar de apresentar
atividade seletiva para a DNA-topoisonerase, € conhecido por
apresentar una pequena taxa de toxicidade.

Adj ei (I nvesti gati onal New Drugs, 1999, v. 17, p. 43-48)
sintetizou pirazol oacridinas (PzA) conmbinando a atividade das
acri di nas de intercalarem o DNA com a hipoxia sel etiva
conferida pela reducdo do grupo nitro do anel acridi ».co.

Estudos recentes sugerem que a PZA pode ser um duplo inibidor

das DNA- t opoi somrer ases I e Il que exercem seus efeitos pela
dimnuicdo da formacdo de adutores da DNA-topoisonerase. De
acordo com o autor, 0 necanisnb de acdo da PZA tem exibido

ativi dade antitunoral em nodel os pr é-clinicos in vivo. O

conposto wutilizado pelo autor foi a 9-metoxipirazoloacridina.

Par a reduzir seus efei tos col aterai s devi do a nao
sel eti vi dade desses nmedi canent os ant i neopl asi cos, estes sao
uni dos qui m canente a nol écul as de aclcares, visto que os

tumores malignos necessitam de cerca de dez vezes mais glicose

gue as células saudaveis. Exenpl o de farmacos antineopl &sicos

carreados por glicose sao D 19575, também conheci do cono
glufosf amida, publ i cado na Pat ent e us n° 5.622. 936, e
deri vados de glicose-cioranbucila (Hal nos, T., Sant arromana
M, Ant onaki s, K., Sher man, D. Eur opean Jour nal of

Phar macol ogy: 318: 477-484, 1996) . Contudo, estes nedi cament os
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acabam afetando as células saudaveis, ja que estas tanmbém
necessitam de glicose para sobreviverem

Um alternativa wutilizada no estado da arte é o uso de
agentes intercalantes , com capacidade de se inserir entre as
canadas de pares de bases dos acidos nucléicos, deformando a
dupla hélice e inpedindo a replicacéo e a transcricao.
Exenpl os de antibiéticos antitunorais que utilizam esse
mecani smo de acao conpreendem a actinom cina-D, a adramicina e
a proflavina (Patri ck, G, Na Introduction to Medicinal
Chemistry, Oxford University, 1995)

Sem excecdo, os tunores soélidos apresentam una el evada
acidez em seu tecido celular, caracterizada ©pela presenca de
ions de hidrogénio (H*). E bem conhecido no estado da arte que

guando t unor es sol i dos ati ngem det er m nado t amanho, a
penetracdo do oxigénio no nmesno torna-se |imtada. Sob tais
condi ¢des, a fosforilacdo oxidativa ndo pode  prosseguir

normal mente por causa da insuficiéncia de oxigénio, resultando
em el evada pr oducao de &cido | acti co, o que leva a
acidificacdo do tecido tumoral maligno, permitindo inclusive a
sua proliferacéo (Gatenby ,R.A., dllies, R. J. Nat. Rev.
Cancer 4:891-899, 2004; Warburg, ©O. A Review Sci ence 123:
309- 315, 1956)

Ter api as anti - cancer, chamadas terapi as pH, utilizam
i nj ecdes | ocais de sais de el enentos nmui t o al cal i nos
(bési cos), comb 0 césio, o potéassio e o rubidio, com a
finalidade de reduzirem a acidez do tunor, |evando as células
a norte (Masco, H. L. Pat ent e US n° 3.614.242, 1972)

Entretanto, a nesma terapia ndo funciona quando o tumor ja se
espal hou pelo corpo, causando a netastase.

RESUMO DA | NVENCAO

A presente invencdo refere-se a oncologia, em particular
a um conposto nol ecular, denom nado aqui de "oncol oose", capaz
de destruir sel etivanente células de tunores sdlidos sem
afetar células saudaveis de replicacdo rapida.

Adi ci onal nent e, a presente invengado Visa proporcionar um

processo para producdo de um farmaco antitunoral capaz de



10

20

o
n

WO 2013/091052 PCT/BR2012/000518

chegar sel etivanmente as células de tunores sél i dos sem
pronover quai squer danos as células saudaveis utilizando um
carreador do tipo carboxila que é sensivel & acidez presente
em todos os tipos de tunores solidos malignos.

Em um aspecto da invencdo, ¢€é fornecido um processo de
intercalacdo da acridina ao DNA das células tunorais, |evando-
as a apoptose, tanbém denonminada norte celular progranmada.

Dessa forma, na presente invencdo, ¢é fornecido um produto
que conpreende um conposto nolecular denoninado ONCOLOOSE que
€ guiado de forma seletiva para o interior dos tunores. Este
conposto € atraido para o interior dos tunobres pela acidez
caracteristica dos tunores soOlidos, através de um grupanmento
carboxilico que neutraliza a sua <carga elétrica negativa,
devido a esta acidez tunoral, para carrear o farmaco acridina
ao DNA das células tunorais, i npedindo a sua reproducdo e
| evando as <células tunprais a apoptose ou auto-dest ruicéo
cel ul ar

Estes e outros objetos da presente invencdo serao nelhor
conpreendi dos e valorizados a partir da descricdo detal hada da

i nvencdo e das reivindicagbes anexas.
BREVE DESCRI CAO DAS Fl GURAS

A Figura 1 representa a estrutura nolecular do conposto anti-
tunoral objeto da presente invencéao.

A Figura 2 representa os tipos de acridina que serdo |igados
ao grupo carboxili co, este udltinp, carreador do farmaco para
dentro dos tunores.

A Figura 3 apresenta o necanismb de acdo antitunoral da 9-

acri di na-carboxi | at o.

A Figura 4 apresenta o0 desenho da 9-acridina-carboxilato
intercal ada ao DNA

A Figura 5 apresenta o procedinento para a sintese do conposto
ONCOLOGCSE
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A Figura 6 apresenta fotos do ensaio in vivo realizado com
canundongos com Sarcoma 180, wutilizando doses de 10 ng/Kg e 20

ny/ Kg .

DESCRI CAO DETALHADA DA | NVENCAO
A presente invencdo refere-se a oncologia, em particul ar
a um conposto nolecular, denominado aqui de "oncol oose", capaz
de destruir sel et ivdmente células de tunores solidos sem
afetar células saudaveis de replicacdo rapida.

Adi ci onal ment e, a presente invengdo visa proporcionar um
processo para produgcdo de um farmaco antitunoral capaz de
chegar sel eti vanente as células de tunores sol i dos sem

pronover quai squer danos as células saudaveis utilizando um
carreador do tipo carboxila que € sensivel a acidez presente
em todos os tipos de tunores soOlidos nalignos.

Conforme ja explicitado ant eri or ment e, a quimoterapia
funciona interronpendo ou retardando o crescinmento de células
cancer osas, as quais crescem e se dividem rapidanente.
Entretanto, conb a quimoterapia tanbém pode danificar células
saudaveis de divisao rapida, €é necessario reduzir ou elimnar
os efeitos colaterais nesse tipo de célula.

Para reduzir seus efeitos col aterais devi do a nao
sel eti vi dade dos nmedi canent 0s anti neopl asi cos estes sao
uni dos qui m canente a nol éculas de acucares, visto que os
tunmores malignos necessitam de cerca de dez vezes mamis glicose
que as célul as saudaveis. Podem ser citados cono exenplos de
nmedi canent os  ant i neopl asi cos carreados por glicose o D-19575
ou gl ufosfanida e derivados de glicose-cloranbucila , porém
estes nedicanentos tanbém afetam células saudaveis que tanbém
necessitam de gli cose.

Tunores soOlidos apresentam uma elevada acidez em seu
teci do cel ul ar, caracterizada pela presenca de ions de
hi dr ogéni o (H*) . Entretanto, quando tunobres sOlidos atingem
determ nado tanmanho, a penetracdo do oxigénio no nesnp torna-
se limtada. Sob tais condicbes, a fosforilacdo oxidativa nao
pode prosseguir nor mal nent e por causa da insuficiéncia de
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oxi géni o, resultando em elevada producéo de &cido |actico.
Essa reducdo de acido léactico leva a acidificacdo do tecido
t unor al mal i gno, perm tindo a sua proliferacéo. Essa
caracteristica de elevada acidez sera aproveitada aqui para
guiar um farmaco para o interior de tunores nalignos de forna
seletiva sem afetar células saudaveis que se multiplicam
r api danehte, visto que as células saudaveis ndo produzem &cido
[ actico. Um grupanento carboxilico serd usado para reagir com
a acidez dos tunores solidos nalignos e carrear o farnmaco de
forma seletiva apenas para o interior das células tunorais.

Em um aspecto da invengdo, €é fornecido um processo de
intercalacdo da acridina ao DNA das células tunorais, |evando-
as a apoptose, tanmbém denoninada norte celular progranada.

Em outro aspecto da invencdo, € fornecido um produto que
conpreende um conposto nolecular denom nado ONCOLOOSE que é
guiado de forma seletiva para o interior dos tunores. Este
conposto é atraido para o interior dos tunores pela acidez
caracteristica dos tunores solidos, através de um grupanento
carboxilico que neutraliza a sua ‘carga el étrica negativa
devido a esta acidez tunoral (visto que noléculas dotadas de
carga elétrica atravessam a nenbrana das células em pequenas
guanti dades enquanto que noléculas neutras atravessam a nmesna
com grande facilidade, pois sao solveis nas menbranas
lipidicas das células) para carrear o farmaco acridina ao DNA
das células tunorais, inpedindo a sua reproducdo e |evando as
células tunorais a apoptose ou auto-destruicado celular.

0O conposto ONCOLOCSE conpreende una nol écula de acridina

(Figura 1.1) |ligada quimcanente a um grupanento carboxilico
(Figura 1.2) que, em neio neutro (sangue e tecidos saudaveis)
tém carga negativa (Figura 1.3), esta ultima com forte
afinidade a ions de hidrogénio do tunor (Figura 1.4) , sendo

que tal conbinacdo neutraliza a carga da carboxila (Figura
1.5) e leva a nolécula a ser absorvida nesta forma pelo tunor.

A absorcdo requer a passagem através da nmenbrana |ipidica das
cél ul as, qgue € determnada pela presenca ou ndo de carga
el étrica na nolécula: nol écul as dotadas de <carga elétrica

atravessam a nenbrana em pequenas quantidades enquanto que
nol écul as neutras atravessam a nesma com grande facilidade. Os
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tunores tém pH entre 6 e 7, ou seja, ha ions de hidrogénio
(H+) e 1isso favorece a neutralizagéao da <carga elétrica
negativa da nolécula (Figura 1.3), fazendo com que sejam
absorvidas pelas células cancerosas em grande quanti dade.

O necanismo de agéo do conposto ONCOLOCSE, ilustrado na
Figura 3, nobstra que a glicose é absorvida 'pelas células
tunorais que contém em sua nenbrana 10 vezes mai S receptores

de insulina que uma célula saudavel. Assim o netabolisno da
glicose nas cél ul as tunor ai s chega ao 4&cido pi ravico
(piruvato) , nmesnb na presenca de oxigénio. O acido piravico
ndo netabolizado entdo tende a se concentrar na célula,

elevando a acidez do seu neio. Isso faz com que haja a
protonagcdo da 9-acridina-carboxilato , tornando este com carga
neutra. Essa carga neutra facilita a sua absorcdo para dentro
da célula tunmoral. Dentro do nldcleo das células, a 9-acridina-

carboxilato se intercala ao DNA, inpedindo assim a replicacéo

celular, levando a celula a ativar certos genes, 0 que por sua

vez leva a célula a norte progranmada (apoptose) .

SI NTESE DO COMPOSTO ONCOLOOSE

Procedi nento para preparacdo do conposto ONCOLOOSE

A sintese do presente conposto anti-tunoral (e seus
derivados) segue uma reacdo de Pfitzinger (tanmbém conheci da
cono reacdo de Pfitzinger-Borsche) gue consiste em uma reacao
quimca entre a isatina (ou IHindol-2 ,63-diona) e um conposto
fendlico em nei o basi co (geral mente hi dr 6xi do de
pot &ssi o) (Figura 5).

Em um baldo de 500 mL s&o colocados, um derivado de
isatina e um derivado fendlico na proporcéo (mm 1:1 em
presenca de hidroxido de potassio em diclorometano anidro (51
mL). A mistura reacional ¢é agitada a uma tenperatura de 1200C
e sob unma atnosfera inerte de argbnio por um periodo de 4
hor as. O derivado acridinico deve ser extraido do neio
reacional com éter etilico e evaporado a secura. O nesno deve

ser posteriornmente purificado através de cromatografia "flash"



10

20

WO 2013/091052 PCT/BR2012/000518

em silica gel 60, utilizando cono sistema de eluigdo n-

hexano/ AcCEt 7: 3.

COVMPOSTCS  SI NTETI ZADOS  EXEMPLARES

Os possiveis conpostos de acridina que podem funcionar da
nmesma forna sdo os conpreendidos no esquena da Figura 2.

A invencdo e suas vantagens aparecerdo nais claranmente a
partir do exenplo que se segue, em conjunto com as figuras
acrescentadas, ms sem linitar o seu escopo.

AVALI ACAO DA ATI VI DADE ANTI TUMORAL

Para avaliar a atividade tunoral do conposto ONCOLOCSE,
foram realizados ensaios in vivo em canundongos al binos swiss
no Biotério do Departamento de Antibioticos da Universi dade
Federal de Pernanbuco (UFPE)

Os tunmores foram inplantados nos canundongos seguindo a
nmet odol ogia de Stock et al. (1995 e nodificado por Kom yanma
(1992)

Os canundongos, pesando 30g cada um foram divididos em
dois grupos, um grupo que recebeu o tratamento e um 'grupo
controle. O grupo tratado recebeu um dos possiveis conmopostos
qui m ot er api cos (9-acri di na- carboxi | at 0) por i nj ecao
i ntraperitoneal nas doses de 10 e 20 ng/kg, uma dose por dia
durante o periodo de 6 dias. O grupo controle recebeu apenas
pl acebo (solucdo salina a 2% pelo nesnob periodo de tenpo.

O objetivo do ensaio foi avaliar a atividade antitunoral
nos tunores di sponi vei s (sarcoma 180) . O resultado f oi
positivo para os tunores, sendo os percentuais de inibicao
tunoral respectivanmente 48% e 90% nas doses de 10 ng/kg e
20ng/ kg para os canundongos.

O nmecanisno de acdo do conposto estéa ilustrado na Figura
3. A Figura 4 apresenta a ilustragdo da 9-acridina-carboxilato
intercalada ao DNA, a Figura 5 apresenta o processo de sintese
do conposto e a Figura 6 apresenta fotos do ensaio in vivo,
utilizando doses de 10 ng/Kg e 20 ng/Kg. '
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REIVINDICACOES
. Conposto ol ecul ar denom nado  Oncol oose, caracterizado

por conpr eender uma nol écul a de acridi na | i gada
qgui m camente a um grupanento carboxilico.

. Conposto nol ecul ar, de acordo com a reivindicagéo 1,
caracterizado pelo fato que, em nmeio neutro, possui carga
negativa .

. Conposto nol ecular, de acordo com as reivindicagbes 1 e

2, caracterizado pelo fato que, em neio neutro sua carga
negativa possui forte afinidade a ions de hidrogénio
presentes em tunores.

. Conposto nolecular, de acordo com as reivindicagdes 1 a
3, caracterizado por neutralizar a carga da carboxila e
levar a nolécula a ser "absorvida para o interior do
t unor .

. Conposto nol ecular, de acordo com as reivindicagbes 1 a
4, caracterizado por ser capaz de <carrear o farnmaco
acridina ao DNA das células tunorais.

. Conposto nol ecular, de acordo com as reivindicagbes 1 a
5, caracterizado por inpedir a reproducdo de células
tunorai s gerando apoptose.

Processo par a pr oducéao de f &r maco antit unor al
caracterizado por realizar uma reacdo de Pfitzinger-
Bor sche.

Processo de acordo com a reivindicagcdo 7, caracterizado
por extrair o derivado acridinico do neio reacional com
éter etilico e evaporar a seco.
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Processo de acordo com as reivindicacdes 7 e 8,
caracterizado por purificar o derivado acridinico através
de cromatografia "flash" em silica gel 60. '

Processo de acordo com as reivindicagbes 7 a o,
caracterizado por utilizar um sistema de eluigcdao n-
hexano/ AcCEt 7: 3.

Processo, de acordo com as reivindicagdes 7 a 10,
caracterizado por ser para a producdo de um farmaco
ant i tunoral .

Processo, de acordo com as reivindicagbes 7 a 11,
caracterizado por ser capaz de alcancar células tunorais
sem pronover danos as célul as saudaveis.

Uso do processo de acordo com as reivindicagbes 7 a
12, na preparacdo de um nedicanmento para tratar tunores
sol i dos .

Uso da acridina-carboxilato , caracterizado por ser
na preparagcdo de um nedicanento para tratar tunores
sol i dos .

Uso da acridina-carboxil ato, caracterizado por ser
na preparacdao de um nedicanmento para tratar tunores
sél i dos, tratanmento este que consiste em admnistrar
doses de 10ng/Kg a 40 ng/Kg.

Uso da acridina-carboxil ato, de acordo com a
reivindi cacdo 15, caracterizado por ser na preparacao de
um nedi canento para tratar tunores soélidos, tratanmento
este que consiste em admnistrar doses de 10ng/Kg a 40
nmg/ Kg por injecado intraperitoneal

Uso da acridina-carboxilato, de acordo com as
rei vi ndi cagdes 15 e 16, caracterizado por ser na
preparacao de um medi canento para tratar tunores solidos,
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tratanento este que consiste em admnistrar uma dose por
dia de 10ng/Kg a 40 ng/Kg por injecdo intraperitoneal

18. Uso da acridina-carboxilato , de acordo com as
rei vi ndi cagoes 15 a 17, caracterizado por ser na
preparacdo de um nedicanento para tratar tunores solidos,
tratanmento este que consiste em admnistrar una dose por
dia de 10ng/Kg a 40 ng/Kg por injecédo intraperitoneal ,
por um periodo de 6 dias.
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