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"COMPOSICOES FARMACEUTICAS ANTINEOPLASICAS CONTENDO
COMPOSTOS NITROAROMATICOS SUBSTITUIDOS"

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo  descreve  composicbes  farmacéuticas
antineoplasicas compreendendo compostos nitroarométicos substituidos. As
composi¢cdes podem ser utilizadas no tratamento de neoplasias em estagio
inicial ou em associagcdo com outros farmacos antitumorais em estdgios mais

avancados da doenca.

ESTADO DA TECNICA

Os tumores solidos, tais como os carcinomas de pulmao, célon e mama,
constituem os principais tipos de cancer do homem. Existem consideraveis
evidéncias de que a existéncia de células em condi¢cdes de hipoxia, presentes
nos tumores solidos, possa limitar a eficacia da radioterapia. Estas mesmas
células podem, também, ser resistentes a muitos dos agentes quimioterapicos
disponiveis no mercado. Entretanto, este aparente obstaculo pode ser
explorado para o planejamento de agentes com citotoxicidade seletiva para
células em hipoxia (Cerecetto, H., Gonzalez, M., Lavaggi, M. L. Development of
Hypoxia Selective Cytotoxins for Cancer Treatment: An Update. Med. Chem. 2,
315, 2006. Papadopoulou, M. V., Bloomer, W. D. Exploiting hypoxia in solid
tumors with DNA-targeted bioreductive drugs. Drugs Fut 29, 807, 2004.
Wouters, B. G., Weppler, S. A, Koritzinsky, M., Landuyt, W., Nuyts, S., Theys,
J., Chiu, R. K., Lambin, P. Hypoxia as a target for combined modality
treatments. Eur. J. Cancer. 38, 240, 2002).

Em 1972, Lin e colaboradores levantaram a hipétese de que as regides
de células em hipoxia poderiam apresentar uma maior capacidade de reducéo
do que as regides de células bem oxigenadas. Por analogia, células em
condicbes de hipoxia nos tumores solidos poderiam existir em um
microambiente que propiciaria a ocorréncia de processos redutivos. Concluiu-
se, portanto, que estas caracteristicas das células em hipoxia poderiam ser
exploradas no desenvolvimento de agentes quimioterapicos, os quais s se

tornariam citotoxicos apoOs ativacdo metabdlica. A partir dai, o conceito de
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ativacdo biorredutiva de substancias em células em hipoxia tem sido
extensivamente estudado (Dai, J., Liu, Y., Zhou, Y., Nagle, D. G. Hypoxia-
selective antitumor agents: norsesterterpene peroxides from the marine sponge
Diacarnus /ev// preferentially suppress the growth of tumor cells under hypoxic
conditions. J. Nat. Prod. 70, 130, 2007. Lalani, A. S., Alters, S. E., Wong, A.,
Albertella, M. R., Cleland, J. L, Henner, W. D. Selective tumor targeting by the
hypoxia-activated prodrug AQ4N blocks tumor growth and metastasis in
preclinical models of pancreatic cancer. Clin. Cancer Res. 13, 2216, 2007.
Yamazakil, Y., Kunimoto, S., Ikeda, D. Rakicidin A: A Hypoxia-Selective
Cytotoxin. Biol. Pharm. Buli. 30, 261, 2007. Anderson, R. F., Shinde, S. S., Hay,
M. P., Gamage, S. A., Denny, W. A. Radical properties governing the hypoxia-
selective cytotoxicity of antitumor 3-amino-1,2,4-benzotriazine 1,4-dioxides.
Org. Biomol. Chem. 3, 2167, 2005).

A capacidade dos nitroaromaticos de atuarem como agentes
biorredutiveis ja € bem estabelecida e, portanto, esses compostos podem ser
utilizados, como pré-farmacos com seletividade para células em hipoxia (Abreu,
F. C; Ferraz, P. A. L ; Goulart, M. O. F. J. Braz. Chem. Soe. v. 13, p. 19-35,
2002.; Hay, M. P.et al. J. Med. Chem. v. 38, p. 1928-1941 , 1995).

O conceito de ativacdo biorredutiva de substancias em células em
hipoxia tem sido extensivamente estudado (Dai, J. et al. J. Nat. Prod. v. 70, p.
130-133, 2007.; Lalani, A. S. et al. Clin. Cancer Res. v. 13, p. 2216-2225,
2007.; Yamazaki, Y. et al. A Hypoxia-Selective Cytotoxin. Biol. Pharm. Buli.
v.30, p. 261-265, 2007.; Cerecetto, H.; Gonzalez, M.; Lavaggi, M. L. Med.
Chem. v. 2, p. 315-327, 2006) e, vale ressaltar que, atualmente, duas
substancias, a tirapazamina e o banoxantrona (AQ4N) estdo em fase final de
estudos de triagem clinica (Novacea. About AQ4N. Disponivel em:
http://www.redorbit.com/news/health/1255929/novaceas_proofofprinciple_study
_of_ag4n_in_solid_tumors_published_in/index.html  Acesso em 28 de margo de
2009, Marcu, L ; Olver, 1. Curr. Clin. Pharmacol. v. 1, p. 71-79, 2006). A
atividade antitumoral para células em hipoxia de mostardas nitrogenadas

derivadas da 2,5-dinitrobenzamida também estd em investigacdo, com
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resultados promissores (Atwell, G. J. et ai. J. Med. Chem. v.50, p. 1197-1212,
2007).

O composto acido 4-bromometil-3-nitrobenzéico é muito utilizado como
substrato em sinteses. Zhang et al descreveram a utilizacdo do &cido 4-
bromometil-3-nitrobenzdico como precursor chave da benzodiazepina-2-3-
diona, por meio de uma sequéncia de quatro etapas, incluindo deslocamento
nucleofilico, acilacdo, simultdnea reducdo de ciclizacdo e alquilacdo (Zhang
Jinfang; Lou Boliang; Saneii Hossain Application of polymer-bound 4-
(bromomethyl)-3-nitrobenzoic  acid for synthesis of trisubstituted 1,4-
benzodiazepine-2,3-diones. Molecular Diversity (2003), 6, 13-17.

Sun et al relataram a sintese em fase sdélida de 3,4-hidro-2(1 H)-
guinazolinonas e 3,4-diidro-1H-quinazolina-2-tionas a partir de resina Rink,
acilacdo do &cido 4-bromometil-3-nitrobenzéico e aminagdo com aminas
priméarias, reducdo com cloreto de estanho e ciclizacdo (Sun, Q.; Zhou, X;
Kyle, D. J. Solid-phase synthesis of 3,4-dihydro-2(1 H)-quinazolinones and 3,4-
dihydro-1H-quinazolin-2-thiones. Tetrahedron Lett. (2001), 42(25), 4119-4121).

Adicionalmente, Oliveira et al avaliaram a atividade de nitrocompostos
aromaticos contra Trypanossama cruzi, incluindo a atividade tripanocida do
acido 4-bromometil-3-nitrobenzoéico (R.B. Oliveira, A.P.F. Passos, R.O. Alves,
A.J. Romanha, M A.F. Prado, J. Dias de Souza Filho and RJ. Alves, Mem. Inst.
Oswaldo Cruz (2003), 98, p. 141).

Atualmente encontramos disponiveis algumas patentes relativas a
invencao:

Na patente EP 866709 esta descrita uma composicdo farmacéutica
parenteral contendo a tirapazamina para tratamento de céncer, em especial
tumores sdlidos, utilizada isoladamente ou em combinacdo com radioterapia ou
outros agentes quimioterapicos.

No pedido de patente WO20081 18150 estd relatado um método para
tratamento, prevencao ou melhora de desordens hiperprollferativas por meio da
determinagdo do nivel de oOxido nitrico sintase em fluidos corporais, e a
posterior administracdo de substancias  biorredutiveis, incluindo a

banoxantrona.
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O tratamento de pacientes com cancer utilizando substancias
biorredutiveis com seletividade para células em hipoxia estd em investigacdo,
mas essas substancias ainda ndo estdo disponiveis no mercado. Novas
opcOes de substancias apresentando seletividade para células tumorais em
hipoxia s@o importantes na tentativa de superar as desvantagens das opcdes
atualmente investigadas, tais como, toxicidade para células normais,
propriedades fisico-quimicas inadequadas, e necessidade de associacdo com

farmacos antitumorais classicos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1: Férmula estrutural de compostos nitroaromaticos substituidos

Figura 2: Estrutura do &cido 4-bromometil-3-nitrobenzéico (ANB)

Figura 3: Curva de DSC (Calorimetria exploratéria diferencial) do ANB puro
Figura 4: Curva de DSC (Calorimetria exploratéria diferencial) do complexo
ANB: p-CD.

Figura 5: Curva de DSC (Calorimetria exploratéria diferencial) da mistura fisica
ANB: HP-g-CD

Figura 6: Curva de DSC (Calorimetria exploratoria diferencial) da HP-pg-CD
Figura 7: Diagrama de solubilidade ABN:HP-p-CD

Figura 8: Gréfico de comparacdo de crescimento do tumor entre grupo controle
e ANB na dose de 50 mg/Kg (n = 5) e volume inicial do tumor ~250 mm3.
Figura 9: Gréfico de comparacédo de crescimento do tumor entre grupo controle
e ANB na dose de 50 mg/Kg (n = 6) e volume inicial do tumor ~ 400 mm3.
Figura 10: Grafico de comparacdo de crescimento do tumor entre grupo
controle e complexo ANB: HP-g-CD na dose de 50 mg/Kg (n = 4) e volume
inicial do tumor ~400 mm§,

Figura 11: Conjugado AANC-DHA

Figura 12: Esquema de sintese do ENB, pro-farmaco do ANB

Figura 13: Comparacado entre os pesos do tumor do Grupo Controle (Grupo 1),
Grupo tratatado com AANC (Grupo 2) e Grupo tratado com AANC-DHA (Grupo
3).
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Figura 14: Formulas estruturais dos nitrocompostos utilizados para ensaios de

atividade frente a linhagens de células tumorais e PBMC.

DESCRICAO DETALHADA DA TECNOLOGIA

A presente invencdo descreve composicdes  farmacéuticas
antineoplasicas contendo nitroaromaticos substituidos apresentando formula
estrutural da Figura 1.

Sendo o0 substituinte "X" da Figura 1 selecionado do grupo
compreendendo COOH, SO ;H, tetrazoil, CHO, CH, CH,OH, CN, COOR,
CONHR, SONHR, NHSO ,R, NHCOOR, onde R pode ser H, alquila (C-2 a C-
30, com ou sem ramificacdo); arila (aromatico ou hetero-aromatico); alquil-arila
(C-2 a C-30, com ou sem ramificacdo, aromatico ou hetero-aroméatico).

E o substituinte "Y" da Figura 1 selecionado do grupo compreendendo
H, F, Cl, Br, I, OH, Ns, OPO(OR),, NHR, NR,, NR,;, OSO,R, OSO.Ar, OAr,
OCOR, OCON, SH, SR, SAr; onde R pode ser H, alquila (C-2 a C-30,com ou
sem ramificacdo); arila (aromatico ou hetero-aromatico); alquil-arila (C-2 a C-
30, com ou sem ramificacdo, aromatico ou hetero-aromatico).

As composicbes da presente invencdo caracterizam-se pelo uso de
nitroaromético substituido combinado com excipientes farmaceuticamente
aceitaveis. As composi¢cdes padroes podem ser liquidas, solidas ou semi-
sélidas. Sendo que as preparacdes liquidas podem se apresentar na forma de
solucdo, suspensao, emulsdo, parenteral ou oral. As semi-solidas na forma de
géis, pomadas, cremes ou pastas e as solidas na forma de céapsulas,
comprimidos, drageas ou pastilhas.

Exemplos de excipientes incluem metilcelulose, hidroxipropilcelulose,
hidroxietilcelulose, carboximetilcelulose, polimeros derivados do acido acrilico e
metacrilico, polietilenoglicéis, vaselina soélida, parafina solida, lanolina, Oleos
vegetais, 6leo mineral, alcool cetilico, alcool esterilico, &lcool cetoestearilico,
monoestearato de glicerila, cera de ésteres cetilicos, cera autoemulsificante
ndo ibnica e anibnica e laurilsulfato de sodio, para formas farmacéuticas semi-

sélidas.
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Aglutinantes, desintegrantes, diluentes, lubrificantes, tensoativos, como
celulose, lactose, amido, manitol, estearato de magnésio, talco, didéxido de
silicio coloidal, oxido de magnésio e caulim, para preparacfes sélidas.

Para formas farmacéuticas liquidas podem ser utilizados solubilizantes e
tensoativos, tais como glicerina, propilenoglicol e sacarose. Para preparacdes
injetveis pode ser utilizada agua para injetaveis. Os excipientes também
podem conter quantidades menores de aditivos como substancias que
aumentam a isotonicidade e estabilidade quimica como conservantes,
guelantes e estabilizantes, exemplos dessas substancias incluem tampao
fosfato, tampéo bicarbonato e tamp&o Tris, timerosal, m- ou o-cresol, formalina,
alcool benzilico, parabenos, EDTA, BHA, BHT; além de edulcorantes, corantes
e aromatizantes.

Essas composicdes podem ser administradas via intramuscular,
intravenosa, topica, oral, inalatéria ou como dispositivos que possam ser
implantados ou injetados. As composi¢cbes podem ser utilizadas no tratamento
de neoplasias em estagio inicial ou em associagcdo com farmacos com
atividade antitumoral j& estabelecida em estagios mais avancados da doenca.

A presente invengdo pode ser mais bem entendida por meio dos

seguintes exemplos, néo limitantes da tecnologia:

Exemplo 1: Preparacdo e caracterizacdo dos complexos de inclusao ANB:HP-

B-CD

A) Preparacédo dos complexos de inclusao

O complexo de inclusdo ANB:HP-p-CD foi preparado misturando-se HP-
B-CD e ANB (Figura 2) em agua e acetona, na razdo molar 1:1. A mistura foi
mantida sob agitacdo durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
a acetona foi evaporada e a mistura resultante foi liofilizada. O p6 liofilizado foi

mantido em dessecador sob vacuo.

B) Caracterizacdo dos complexos de inclusdo por calorimetria exploratéria
diferencial (DSC)
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O complexo de inclusdo HP-B-CD:ANB 1:1, a mistura fisica e as
substancias puras foram caracterizados por calorimetria exploratoria diferencial
(DSC).

Na curva DSC do ANB puro (Figura 3) observa-se um evento
endotérmico em 134,6°C correspondente ao pico de fusdo do ANB e o evento
exotérmico em 183,07°C corresponde ao seu produto de degradacdo, o que
indica que a substadncia € instavel a temperaturas maiores que 150°C
(temperatura em que substancia inicia o processo de degradacdo). As curvas
DSC do complexo (Figura 4) e da mistura fisica (Figura 5) foram muito
semelhantes. Na Figura 6 pode-se observar a curva de DSC da HP-3-CD. Além
do evento endotérmico em ~ 42°C, referente a perda de agua, observa-se
apenas eventos exotérmicos acima de 180° C, correspondente a formacdo de
produtos de degradacdo. A intensidade desses picos é menor na curva DSC do
complexo (Figura 4), o que pode indicar uma maior protecdo da substancia

dentro da cavidade da CD.

C) Medida da isoterma de solubilidade
A concentracdo de ANB soluvel a diferentes concentracbes de HP-B3-CD

estd ilustrada na Tabela 1.

Tabela 1: Concentracdo de ANB soluvel a diferentes concentracbes de HP-[3-

CD
[HP-B-CD] mol/L [ANB] mol/L [ANB]solavel mol/L

0,0 0,02 0,00069
0,004 0,02 0,00096
0,008 0,02 0,00127
0,010 0,02 0,00136
0,015 0,02 0,00171
0,02 0,02 0,00192
0,04 0,02 0,00242
0,06 0,02 0,00250
0,08 0,02 0,00238
0,01 0,02 0,00246
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O complexo de inclusdo ANB:HP-p-CD apresentou diagrama de
solubilidade do tipo A, ou seja, quando a solubilidade do substrato aumenta
com o incremento da concentracdo de CD (Figura 7). Observa-se um aumento
linear da concentracdo de ANB solivel com o aumento da concentracdo de
HP-3-CD. Esse tipo de diagrama € caracteristico da formacdo de complexo de

inclusao soluvel.

Exemplo 2: Avaliagdo da atividade antitumoral in vivo do ANB e seu complexo

de incluséo
A) Inducéo de tumor ascitico de Ehrlich em camundongos

Para inducdo do tumor ascitico foram utilizados trés camundongos Swiss
fémeas com peso entre 25 e 30 gramas, para cada experimento. Células de
Ehrlich que estavam conservadas em nitrogénio liquido foram descongeladas
em banho de agua na temperatura de 37°C. As mesmas foram transferidas
para um tubo tipo Falcon, previamente limpo, e a este foi adicionado de
maneira lenta e gradual, solugdo salina 0,9% até que o volume total da
suspensdo de células fosse de aproximadamente 20 ml. A suspensdo foi
imediatamente submetida a centrifugacdo durante 5 minutos, na temperatura
de 5°C e velocidade de 3000 RPM. O meio no qual as células estavam
conservadas foi retirado como sobrenadante. Foi feita a ressuspensdo das
células com auxilio de uma pipeta de Pasteur em cerca de 1,5 ml de solucao
salina 0,9% e em seguida a concentracdo de células na suspensédo foi
determinada utilizando-se a camara de Neubauer. A suspensdo foi diluida
adequadamente e foram injetados, via intraperitoneal, 1x1 08 células em cada

camundongo, em um volume total de 0,5ml.
B) Inducado de tumor sélido de Ehrlich em camundongos

Inicialmente, 2 x 10% células tumorais de Ehrlich foram retiradas de
camundongos com tumor ascitico e implantadas em camundongos Swiss
fémeas, apresentando um peso entre 20 e 25 gramas, por via subcutanea,
dorso-lateralmente. Apds 10 dias, os tumores foram medidos e as amostras a

serem testadas foram administradas via intratumoral.
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C) Avaliacdo da atividade antitumoral em camundongos

O ANB foi administrado em um grupo de 11 animais na dose de 50
mg/kg, solubilizado em solugdo salina contendo PEG 400(polietilenoglicol)
(40%), sendo 5 em tumores com volumes de 250 e 6 com volume de 400
mm3. O mesmo numero de animais foi utilizado no grupo controle. O complexo
ANB:HP-p-CD na dose de 50 mg/kg foi administrado em 4 animais, sendo
utilizado o mesmo numero de animais como controle.

As doses foram administradas por via intratumoral, 2 vezes por semana,
durante 3 semanas. Os volumes dos tumores (mm?3) foram calculados a partir
das medidas de seu tamanho (T) e largura (L). O volume do tumor foi, entéo,
determinado utilizando a formula T x (L)%2 (Viale, M., Vannozzi, M. O., Merlo,
F., Cafaggi, S., Parodi, B., Esposito, M. Cisplatin Combined with the New
Cisplatin-Procaine Complex DPR: In Vitro and In Vito Studies. Eur. J. Cancer
32A, 2327, 1996). Os animais tiveram acesso livre & agua e racdo e foram
mantidos em ambiente com controle de ciclo de luz.

O ANB puro demonstrou atividade antitumoral quando comparado ao
grupo controle, conforme pode ser visualizado nos gréaficos das figuras 8 e 9.
Observou-se ainda o desaparecimento do tumor sélido em um animal tratado
com ANB. O animais tratados com ANB:HP-3-CD apresentaram reducdo

significativa do volume do tumor (Figura 10).

Exemplo 3: Preparo de complexos de inclusdo em ciclodextrinas e

nanoparticulas lipidicas solicas contendo ANB

Visando aumentar a estabilidade e a solubilidade em agua de forma a
facilitar a administracdo in vivo e melhorar a biodisponibilidade, foram
preparados complexos de inclusdo em ciclodextrinas e nanoparticulas lipidicas
sélidas (NLS) contendo o ANB. Por se tratar de um acido carboxilico, o ANB
ioniza do pH utilizado na preparacdo das NLS, o que dificultou sua
incorporacdo na fase oleosa da formulacdo. Para contornar esse problema, foi
preparado o 4-bromometil-3-nitrobenzoato de metila (ENB), o éster metilico do

ANB (Figura 12), o qual é facilmente incorporado na fase oleosa e pode ser
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considerado como um pro-farmaco, ou seja, ira liberar o ANB apos hidrélise do
éster in vivo.

As NLS serdo preparadas pela técnica de homogeneizacdo a quente.
Neste método, a nitroaromatico a ser incorporado (ENB) ser& disperso na fase
oleosa fundida. As fases oleosa (FO) e aquosa (FA) serdo previamente
pesadas e aquecidas separadamente até a temperatura de 75 °C. A FA sera
vertida lentamente sobre a FO, utilizando homogeneizador Ultra Turrax T-25
(Ika Labortechnik, Alemanha), mantendo-se uma agitacdo de 11000 rpm por 5
minutos. Posteriormente, as NLS serdo submetidas a ultra-sonicacdo, com uma
poténcia de 21% de amplitude (Ultra-cell, 750 W; Sonics Materials Inc., USA)
por 5 minutos. Apés resfriamento a temperatura ambiente, o pH da formulacéo
sera ajustado com solucdo de HCI 0,1 M a fim de obter o pH final entre 7-7,5.

As NLS serdo acondicionadas em frasco-ambar e mantidas na geladeira.
Exemplo 4: Sintese e caracterizacdo de derivados de ANB

Na busca de novas substancias bioativas, apresentando maior poténcia
e melhores propriedades fisico-quimicas, realizou-se a sintese de novos
derivados do ANB. A melhoria da biodisponibilidade de uma substéncia pode
resultar em uma diminuicdo da dose efetiva e, consequentemente, diminuicao
dos possiveis efeitos toxicos. Inicialmente, avaliou-se in vitro a atividade dos
novos nitrocompostos  sintetizados, utilizando-se 3 linhagens de células
tumorais humanas: HL60 (leucemia), Jurkat (linfoma) e MCF-7 (tumor de
mama). A toxicidade das substancias para as células normais também foi
avaliada, utilizando-se células mononucleares do sangue periférico (PBMC).

As células mononucleares do sangue periférico humano (CMSP) seréo
separadas conforme o método descrito por Souza-Fagundes e colaboradores
(Souza-Fagundes et ai, Intern. Immunopharmacol. 3, 383-392, 2003). A
analise do fenétipo das populagcdes de leucdcitos do sangue periférico
(linfécitos-T, B, mondcitos e células-NK, granuldcitos), tratadas ou ndo com as
nitrocompostos, foram realizadas por meio do estudo de marcadores de
superficie celular, apés marcacdo com anticorpos monoclonais conjugados a
ficoeritrina (PE) ou isotiocianato de fluoresceina (FITC). Quinhentos microlitos

do sangue periférico foi diluido com RPMI e cultivado em tubos de polipropileno
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na presenca ou néo de diferentes concentracdes das amostras por 14 horas a
37° C em atmosfera de 5% de CO,. Apés a incubacgdo, as amostras foram
submetidas a etapa de lise dos eritrocitos utilizando-se 2 ml de solucdo de lise
comercial (Facs Lysing Solution - Becton Dickinson) diluida 10 vezes em &agua
destilada. Apoés a lise, as amostras foram centrifugadas a 400 g por 10 minutos
a 18°C. O sobrenadante foi desprezado e as células homogeneizadas em 400
uL de PBS 0,015 M contendo 0,01 % de azida de sodio. Esta suspensédo foi
dividida nos diferentes tubos contendo os anticorpos ja diluidos (100u! por tubo)
e incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. ApOs o periodo de
incubacdo, essas ceélulas foram lavadas com PBS 0,015 M contendo 0,01% de
azida de sodio, ressuspendidas em 300 pl de uma solucdo contendo
paraformaldeido, 1%, cacodilato de sédio 1% e NaCl 0,67%, em PBS, sendo
fixadas por, no minimo, 30 minutos e mantidas a 4° C até a andlise por
citometria de fluxo. Os dados foram adquiridos usando um citometro de fluxo
FACscan (Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, US) e
a identificacdo das populagbes celulares de interesse, bem como a
determinacdo do valor percentual de populagbes e subpopulagcbes celulares
foram realizadas utilizando-se o programa Cell-Quest. Os resultados obtidos

estdo ilustrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados dos ensaios de atividade frente a linhagens de células
tumorais e PBMC utilizando os compostos derivados (figura 14)

Composto R1 R2 R3 IC50 (uM)

HL60  Jurkat MCF-7 PBMC

ABB OH H Br 36,30 >100 23,63 88,75
ANB OH NO, Br 7271 6895 4409  >100
ANBEM OCH3 NO, Br 90,13 >80 - 44,06
ANOH OH NO, OH  >100  >100 - > 100
EANB NH(CH,),0H NO, Br 1492 5328 3054 5387
AANC NH(CH,),0OH NO, ClI 909 1936 7989  >100
AAMs NH(CH),C] NO, ClI 49,23 85 63 >100
AANEB NH(CH,),0 ,C(CH,),CH, N0, ClI 1596  >100 29,54 -

ASNCI NH(CH,),0H H Cl >100  >100 >100 >100
DIAANC - - - 19,36 3020 22,92 -

etoposideo - - - 8,419 2,471 > 100 > 100
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Até o momento, foram sintetizadas e testadas 12 substancias das quais
7 apresentaram atividade citotdxica significativa, sendo mais ativas do que o
etoposideo (controle positivo) contra a linhagem de células de tumor de mama
(MCF-7). A sintese de uma nova série de moléculas esta em andamento.

A 4-(clorometil)-3-nitro-N-(2-hidroxietil)benzamida (AANC) apresentou
atividade significativa contra as 3 linhagens de células tumorais, sendo mais
ativa contra as linhagens HL60 e Jurkat. Além disso, a AANC apresentou baixa
toxidade para as células normais (PBMC), o que a torna um protétipo promissor
para estudos adicionais in vivo. Além disso, a presenga do grupo hidroxila na
AANC favorece a sua conjugacdo com o acido cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexandico (DHA) por meio de uma reacado de esterificacdo (Figura 11).
Alguns acidos graxos naturais, tais como o DHA, sdo avidamente consumidos
pelas células tumorais para utilizacdo como precursores bioquimicos ou fonte
de energia. Além disso, certos acidos graxos esséncias também apresentam
sinergismo com farmacos antitumorais. Portanto, a conjugacdo de farmacos
antitumorais com o DHA é uma estratégia promissora que vem sendo estudada
com resultados animadores (Wang et al.,, Bioorg. Med. Chem. v. 14, p. 7854-
7861, 2006; Wang et al.,, Bioorg. Med. Chem. v. 13, p. 5592-5599, 2005;
Harries et al., Brit. J. Cancer v. 91, p. 1651-1655, 2004).

Exemplo 5: Avaliagdo da atividade antitumoral da AANC e de seu

conjugado com DHA in vivo

A atividade antitumoral da AANC e de seu conjugado com DHA foi
avaliada in vivo, utilizando-se camundongos portadores de tumor soélido de
Ehrlich. O AANC e AANC-DHA foram administrados em um grupo de 5 animais
na dose de 30 mg/kg. Ambos foram solubilizados em solugdo salina contendo
35% de PEG 400 e 5% de Tween 80. O mesmo numero de animais foi utilizado
no grupo controle. As doses foram administradas por via intratumoral, 2 vezes
por semana, durante 14 dias. Quarenta e oito horas apds o final do tratamento
0s animais foram eutanasiados, os tumores foram dessecados e pesados. A
porcentagem de inibicdo do crescimento do tumor foi calculada utilizando a
formula %inibicdo = [(A - B)/A] x 100, onde A representa a média de peso do

tumor do grupo controle e B representa a média do peso do tumor nos grupos
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tratados. Com base nessa férmula, o nitrocomposto AANC e seu conjugado
com DHA apresentaram atividade antitumoral significativa, com % de inibicdo
do crescimento do tumor de 62% e 44%, respectivamente (Figura 13). Esses

compostos também podem ser administrados utilizando outras vias, como a via

endovenosa e a via oral, ndo limitante.
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REIVINDICACOES

1- NITROAROMATICOS SUBSTITUIDOS caracterizado por apresentar a

seguinte féormula estrutural:

Y

a) Sendo X selecionado do grupo compreendendo COOH, SOgH, tetrazoil,
CHO, CH,;, CH,0OH, CN, COOR, CONHR, SONHR, NHSO,R, NHCOOR, onde
R pode ser H, alquila (C-2 a C-30, com ou sem ramificacdo); arila (aromatico ou
hetero-aromatico); alquil-arila (C-2 a C-30, com ou sem ramificagdo, aromatico
ou hetero-aromético);

b) Sendo Y selecionado do grupo compreendendo H, F, Cl, Br,l , OH, Ng,
OPO(OR),, NHR,NR,,NR;, OSO,R, OSO.Ar, OAr, OCOR, OCON, onde R pode
ser H, alquila(C-2 a C-30,com ou sem ramificacdo); arila(aromatico ou hetero-
aromatico); alquil-arila (C-2 a C-30,com ou sem ramificacdo, aromatico ou

hetero-aromatico).

2- COMPOSICAO FARMACEUTICA ANTINEOPLASICA, caracterizada por
compreender nitroaromaticos substituidos apresentando a seguinte férmula

estrutural:

Y

- sendo X selecionado do grupo compreendendo COOH, sSoO3H, tetrazoil, CHO,
CH3,CH,0OH, CN, COOR, CONHR, SONHR, NHSO,R, NHCOOR, onde R pode
ser H, alquila (C-2 a C-30, com ou sem ramificacdo); arila (aromético ou hetero-
aromatico); alquil-arila (C-2 a C-30, com ou sem ramificagdo, aromatico ou

hetero-aromatico);
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- sendo Y selecionado do grupo compreendendo H, F, CI, Br, I , OH, N,
OPO(OR),, NHR,NR,,NR,, OSO,R, OSO.Ar, OAr, OCOR, OCON, onde R pode
ser H, alquila(C-2 a C-30,com ou sem ramificacdo); arila(aromatico ou hetero-
aromatico); alquil-arila (C-2 a C-30,com ou sem ramificacdo, aromatico ou
hetero-aromatico); e

- no minimo um excipiente ou adjuvante farmacéutica e fisiologicamente

aceitavel.

3- COMPOSICAO FARMACEUTICA ANTINEOPLASICA, de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizada pelos compostos nitroaromaticos substituidos

serem utilizados na sua forma livre, incluido ou associado em ciclodextrinas.

4- COMPOSICAO FARMACEUTICA ANTINEOPLASICA, de acordo com a
reivindicacdo 3, caracterizada pelas ciclodextrinas serem selecionadas do

grupo compreendendo a-ciclodextrina, [-ciclodextrina e y-ciclodextrina e seus
derivados.

5- COMPOSICAO FARMACEUTICA ANTINEOPLASICA, de acordo com a
reivindicacdo 3, caracterizada pela ciclodextrina ser preferencialmente a
hidroxipropil-p-ciclodextrina.

6- COMPOSICAO FARMACEUTICA ANTINEOPLASICA, de acordo com as
reivindicagbes 1 a 5, caracterizada pelo compostos nitroaromaticos substituidos

serem utilizados individualmente ou em combinacdo com outros agentes

antineoplasicos.

7- COMPOSICAO FARMACEUTICA ANTINEOPLASICA, de acordo com as
reivindicagcbes 1 a 6, caracterizada por ser administrada pelas vias oral,
subcutanea, intramuscular, intravenosa,  intraperitoneal, intratumoral,

transdérmica ou como dispositivos que possam ser implantados ou injetados.

8- USO DE COMPOSTOS NITROAROMATICOS SUBSTITUIDOS,

caracterizado por ser na preparacdo de medicamentos antitumorais.
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