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RESUMO

"MEDICAMENTO PARA INIBICAO DO CRESCIMENTO DE TUMORES"

A presente invencdo relaciona-se com novos deri-
vados do Aacido betulinico com actividade incrementada para
0 tratamento de carcinomas e patologias de HIV, um processo
para a preparagao destes novos derivados do Acido

betulinico assim como a sua aplicagédo como farmacos.
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DESCRICAO

"MEDICAMENTO PARA INIBIQiO DO CRESCIMENTO DE TUMORES"

A presente invengdo relaciona-se com novos deri-
vados do 4&cido betulinico com actividade reforgada para o
tratamento de carcinomas e patologias de HIV, um processo
para a preparagao desse tipo de novos derivados do acido
betulinico assim como a sua aplicacdo como fdrmacos. Os
compostos de acordo com a invengao podem, em analogia com ©
dcido betulinico, ser aplicados clinicamente ao homem como
também a animais para a inibig¢do do crescimento de numerosos
tumores (melanomas, sarcomas, linfomas, carci-nomas de pla-
cas epiteliais bem como diversos tumores referidos poste-
riormente) assim como podem ser aplicadas no tratamento de
patologias de HIV e - devido as suas actividades antiflogis-

ticas — em patologias inflamatdrias ndo especificas.

A invencdo relaciona-se com novos derivados do

dcido betulinico com a férmula geral (I)

HyC
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em que R; representa um grupo hidroxi, um grupo amino, um
grupo hidroxi protegido ou um grupo amino protegido. Os
grupos protectores sdo conhecidos do estado da técnica, por
exemplo no capitulo 2 e 7 de "Protective Groups in Organic
Synthesis", T. W. Greene e P. G. M. Wuts, 3?2 edigdo, John
Wiley & Sons, Inc. (1999), esta constatacgédo é desta forma
referida expressamente na presente descrigdo, e R; =
j‘.
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A presente invencdo relaciona-se em particular
com novos derivados do dcido betulinico com a férmula geral
(I) como referido anteriormente, e gque R; representa um
grupo hidroxi, um grupo amino ou um dos grupos hidroxi ou

amino protegidos seguintes:

> >

e R, tem o significado acima referido.
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Os compostos de acordo com a invengao conside-
rados sao novos derivados do acido betulinico com elevada
actividade assim como solubilidade acrescida em solventes
polares e consequentemente com nitidamente melhores
possibilidades de aplicacdo. Evidentemente que também se
encontram incluidos na definigcdo de férmula geral (I)
anteriormente referida alguns sais e compostos de incluséo

do composto de acordo com a invencao.

Adicionalmente, a presente invengdo relaciona-se
com um Processo para a preparacdo de compostos de férmula
geral (I), em que se faz reagir um halogeneto de A&acido
betulinico protegido adequadamente pelo substituinte R;, em
parti-cular um cloreto betulinico, com um &lcool ou uma
amina adequada como substituinte Rz. O composto de fdérmula
(I) obtido desta forma, em gque R; representa um grupo
hidroxi ou amino protegido, pode, caso requerido ser
desprotegido dependendo do grupo protector seleccionado por
procedimen-tos conhecidos do estado da técnica, sendo
obtido um composto de férmula (I), em que R; representa

hidroxi ou amino.

O produto natural 4&cido Dbetulinico, que ¢é
aplicado como composto de partida e de comparacdo para o0s
compostos de acordo com a invencao, € um tri-terpeno, que
jad foi isolado no inicio do Ultimo século. A designacgédo é
derivada do respectivo 4alcool betulina, um componente da

casca de bétula, em que ocorre em grandes teores. O Aacido
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betulinico possui efeitos anti-maldria, anti-inflamatdrios,
anti-HIV e anti-tumorais, descritos em numerosas publi-
cagdes. O Aacido betulinico aplicado como quimioterapéutico
induz a denomi-nada morte celular programada em células
tumorais de origem diversa (por exemplo em células de
melanomas), também designada como apoptose. Foram consta-—
tados efeitos anti-proliferativos em modelos de melanomas
humanos em ratos tanto in vivo como in vitro. Em particular
em células de melanomas, o acido betulinico parece induzir
uma  redugao celular apdptica especifica em células
tumorais, enquanto que os melandcitos desta substancia séo
comparativamente muito mais resistentes. Até a actualidade
quase nao sao conhecidos dados acerca de possiveis efeitos
sinergéticos entre o 4&cido betulinico e outros citosta-
ticos. Os mecanismos de actividade molecular em tumores
infantis (sarcoma de Ewing, blastoma de medula) assim como
no glioblastoma foram em particular ensaiados pelo grupo de

investigagdo S. Fulda (Clinica pedidtrica - Ulm).

Encontram-se descritos efeitos conhecidos e bem
documentados adicionais na literatura cientifica do &cido
betulinico e dos seus derivados conhecidos pela sua
eficdcia contra os virus do HIV, sua replicacdo assim como
também a possibilidade de supressdao da sua ligacgdo ao
receptor, como igualmente a sua actividade anti-inflamatd-
ria, referida por exemplo num modelo inflamatdério do ouvido
do rato. O &cido betulinico é, desta forma, devido a sua
actividade anti-proliferativa - descritas em ensaios sobre

animais e em culturas celulares - contra numerosos tumores
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(melanomas, tumores neuroectodérmicos, sarcomas) uma subs-—
tdncia importante para terapias isoladas bem como possiveis
terapias combinadas com outras substdncias citostédticas
activas e substdncias que tém a capacidade de modular a
morte celular, por exemplo, oligonucledétidos "anti-sense"
contra diversos membros do grupo anti-apoptdético Bcl-2, em

particular Bcl-2, Bcl-xL assim como Mcl-1.

Publicacdes acerca do mecanismo de accgdo do acido
betulinico principalmente em melanomas assim como no
sarcoma de Ewing, glioblastoma e blastoma medular eviden-—
cilaram que o0s seus efeitos sdo provocados basicamente pela
indugdo de apoptose sobre superficies mitocondriais. Até a
actualidade ndo se encontra esclarecido quais sdao o0s seus
pontos de ataque primdrios na célula, adicionalmente néo
foram suficientemente investigados nem os locais de ligacéo
(receptores), caso existam, nem as vias de sinal iniciais.
O inventor e outros autores podem contudo evidenciar que o
dcido betulinico induz a apoptose em células malignas,
contudo os melandécitos humanos e também as células normais
parecem ser menos sensiveis do que as células malignas.
Esta constatacdo ¢é importante principalmente porque os
valores experimentais em animais, no rato, ndo apresentaram
valores de toxicidade significativos. Independentemente
destes wvalores acrescidos na cultura celular, existem
indicacdes de que o acido betulinico se concentra com mais
intensidade em tecidos tumorais do que em tecidos normais.
Foi igualmente investigada a inducdo em diversos membros do
grupo Bcl-2 em células de melanoma como também em meland-

citos normais e em linhas de sarcomas. Foi desta forma



PE1594885 -6 -

verificado que a expressdo da proteina Mcl-1 anti-apoptd-
tica pelo 4acido betulinico pode ser induzida em poucas
horas. As proteinas adicionais ensaiadas deste grupo gené-
tico, principalmente Bcl-2 & Bcl-x, como também a expressao
da proteina pb53, mantiveram-se inalteradas com este
tratamento. Os valores retirados da literatura cientifica
indicam que os efeitos do 4dcido betulinico sédo indepen-
dentes da proteina pb3. Como recentemente foi verificado
que Bcl-2 como também Bcl-x tém a capacidade de inibir a
apoptose induzida pelo A&cido betulinico, estas constatacdes
sugerem uma combinacdo de 4dcido betulinico com uma antago-
nizagdo de Bcl-2 e/ou Bcl-x, por exemplo por oligonu-
cleotidos "anti-sense" (ASO). Constatacgdes idénticas sao
vdlidas para possiveis combinag¢des com, por exemplo ASOs
Mcl-1. Uma propriedade do 4&acido betulinico de relevéncia
clinica potencial é a constatacdo recente, de que a sua
citotoxicidade é incrementada por valores de pH baixos no
meio de cultura. Em numerosos tumores, o valor do pH é
inferior ao de tecidos normais (Noda Y., Kaiya T., Kohda
K., Kawazoe Y., "Enhanced cytotocicity of some triterpenes
toward leukemia L1210 cells cultured in low pH media":
possibility of a new mode of cell killing": Chem. Pharm.
Bull. (Tokio); 1997 Oct; 45(19): 1665-70). Estes autores
constataram que o 4&cido betulinico é mais activo contra
células em repouso do que contra células em fase de
crescimento. Esta propriedade poderia constituir um
significado adicional na aplicacdo clinica, dado que muitos
quimioterapéuticos como a radioterapia sdo menos eficazes
relativamente a populagdes de células em repouso e/ou

acidoéticas.
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Até a actualidade foram principalmente ensaiados
com sucesso melanomas, tumores neurcectodérmicos assim como
sarcomas e HIV. Estes sao tumores de dificil tratamento, em
que principalmente a forma generalizada da patologia
apresenta poucas opg¢des de tratamento com sucesso. Em
pacientes com melanoma com metdstases, as possibilidades de
terapia sao de uma forma geral limitadas apenas a algumas
substdncias. E desta forma considerada a 5-(3,3-dimetil-1-
triazenil)-1-H-imidazole—-4-carboxamida (dacarbazina, DTIC).
A dacarbazina ¢é efectivamente a monoterapia mais eficaz
para o melanoma com valores de ordem de grandeza de cerca
de 30%. As terapias combinadas com substdncias sintéticas
ou recombinantes adicionais, como, por exemplo, a cispla-
tina, tamoxifen, alfa-interferona e interleucina—-2 mostram
valores mais elevados em alguns estudos clinicos. Estes séo
contudo limitados pelo tempo e sdo realizados com
toxicidade mais elevada. Algumas substdncias derivadas de
produtos naturais, como, ©por exemplo, a adriamicina,
bleomicina, etopdésido, e outras, foram ensaiadas no que se
refere & sua eficdcia contra o melanoma e a sua toxicidade.
Nenhuma destas substédncias pode contudo ser persuasiva no

seu quotidiano clinico.

O processo de acordo com a invengdo serd subse-
quentemente melhor ilustrado por alguns exemplos, embora a
publicagcdo da invencdo nao seja restritiva a estes

exemplos.
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1) Ester 2-amino-3-hidroxi-2-hidroximetil-propilico do

dcido acetilbetulinico IV (composto B)

CHy

o,

%
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Esta sintese do éster 2-amino-3-hidroxi-2-hidroxi-
metil-propilico do é&cido acetilbetulinico IV realiza-se a
partir do acido betulinico I através dos passos intermédios
do dcido acetilbetulinico II e do respectivo cloreto de
dcido III, por reacgdo do cloreto de dcido III com tris-

hidroximetilaminometano.
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a) Acido acetilbetulinico (pm 498,74)II

Aquece-se em refluxo 2 g de acido betulinico I
(pm 456,70) com 50 mL de anidrido acético durante 2 horas.
Apbés arrefecimento adiciona-se 4agua gelada a mistura
reaccional com forte agitacdo, filtra-se e lava-se o sdélido
resultante com Adgua até desaparecimento do cheiro a &acido

acético.

O sélido ¢é de seguida aquecido em refluxo com

etanol a 70% durante 4 horas com agitacéo.

Apds arrefecimento da solugdo reaccional, filtra-
se, concentra-se um pouco a agua-mae, arrefece-se em banho

de gelo e filtra-se novamente. Rendimento 86%; pf: 290°C.

b) Cloreto de &cido acetilbetulinico (pm 517,18) III

Dispbe-se 2 g de acido acetilbetulinico II em
benzeno seco (35 mL) e adiciona-se um excesso décuplo de
cloreto de oxalilo (3,4 mL). A mistura reaccional é agitada
com arrefecimento durante 8 horas e subsequentemente o
solvente assim como o excesso de cloreto de oxalilo é
removido no evaporador rotativo. Afim de remover residuos
de cloreto de oxalilo, ¢é adicionado novamente 20 mL de

benzeno e removido sob vacuo.
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c) Ester 2-amino-3-hidroxi-2-hidroximetil-propilico do

dcido acetilbetulinico (pm 601,86) IV, (composto B)

O cloreto de acido obtido a partir de 1 g de
dcido acetilbetulinico (cerca de 0,002 mol) de acordo com o
processo b) é feito reagir sem purificacgdo adicional. Para
isso é dissolvido com 35 mL de dioxano (seco) e adiciona-se
tris—(hidroximetil)-aminometano em excesso duplo (0,004
mol, 0,5 g). Apds adicado de um teor de wuma ponta de
espatula de DMAP e de 3 gotas de piridina, a mistura

reaccional é agitada a temperatura ambiente durante 2 dias.

Subsequentemente remove-se o sélido por
filtracdao, a solucao é concentrada no evaporador rotativo e
retomada com clorofdédrmio. Esta solucdo de cloroférmio é
lavada multiplas vezes com dcido cloridrico a 1%, A&gua e
uma solucao saturada de cloreto de sdédio até remocao da
piridina. Apds secar sobre Na,S04, 0 solvente é removido e
o produto purificado numa coluna de silica gel ou (e)
cromatotron. O eluente aplicado foi uma mistura de
clorofdérmio-metanol numa relacado 10:1. Rendimento 20%, pf:

156°C.

2) N-(1,1-bis(hidroximetil)-2-hidroxietil) formamida do

dcido acetilbetulinico (pm 601,86), (composto C)
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g
HC R mg
Esta sintese da N-(1,1-bis(hidroximetil)-2-

hidroxi-etil)formamida do &acido acetilbetulinico (composto
C) realiza-se analogamente ao esquema reaccional 1 a partir
do dcido betulinico I por dois passos intermédios do &acido
betulinico II e do respectivo cloreto de acido III, por
reacgdo do cloreto de acido III com ¢ tris-(hidroximetil)-

aminometano.

O cloreto de A&cido obtido a partir de 1 g de
acido acetilbetulinico (cerca de 0,002 mol) de acordo com o
processo 1l)b) é feito reagir sem purificacdo adicional.
Para isso ¢é dissolvido com 35 mL de dioxano anidro e
adiciona-se uma quantidade equimolar de tris-(hidroxi-
metil)-aminometano (0,002 mol, 0,25 g). Apds adicédo de um
teor de uma ponta de espatula de DMAP e de 3 gotas de
piridina, a mistura reaccional é aquecida a 80°C durante 8
horas. Subsequentemente a solucdo reaccional é concentrada
no evaporador rotativo e o residuo retomado com clorofédr-
mio. Esta solucdo de clorofdérmio € lavada multiplas vezes
com acido cloridrico a 1%, agua e uma solucdo saturada de
cloreto de sédio até remogdo da piridina. Apds secar sobre
Na,S04, © solvente é removido e o produto purificado numa

coluna de silica gel ou (e) cromatotron. O eluente aplicado
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foi uma mistura de clorofdérmio-metanol numa relacdo 10:1.

Rendimento 15%, pf: 184°C.

Subsequentemente ¢é descrita a aplicacado dos
compostos de acordo com a invencdo para a inibicao do
crescimento de tumores em comparagdo com o acido betulinico

(composto comparativo A).

Inibicdo de crescimento em diversas linhas tumorais:

Os exemplos 1 & 2 mostram uma comparacdo directa
do composto comparativo A (dcido Dbetulinico) com um
derivado inovador (composto B) em ensaios de crescimento
emparelhados (redugdo do numero de células apds 3 dias apds
aplicacdo tUnica das concentragdes referidas do respectivo

composto no dia 1).

Exemplo 1: Comparagdo do composto (A) (acido betu-
linico) com o composto (B) (triéster de &cido betulinico
protegido) - inibicdo do crescimento na linha de melanoma

518A2 (obtida por Peter Schrier, Leiden, Paises Baixos)

apdés 48 horas.

O eixo dos X representa a concentracao dos
compostos A ou B em pg/mL, o eixo dos Y o numero de células

Q

sobreviventes em % de controlos nao tratados.

O EDL0 para o composto comparativo (A) situa-se
na ordem de grandeza de 5 ug/mL, para o composto (B) em

cerca de 0,7 pg/mL.
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Melanoma 518A2
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O composto (B) apresenta uma eficdcia nitidamente
superior ao composto comparativo (A) com uma ordem de

grandeza de até 7 vezes.

Umna eficdcia acrescida semelhante ¢é igualmente
apresentada em sarcomas, como Ssubsequentemente ¢é repre-

sentado exemplificadamente por uma linha celular.
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Exemplo 2: Comparacdo da eficdcia do composto comparativo
(A) (acido Dbetulinico) com o composto (B) (triéster de
dcido Dbetulinico protegido) numa linha de lipossarcoma

(ATCC HTB-92).

O eixo dos X representa a concentracdo dos com-
postos A ou B em pg/mL, o eixo dos Y o nuUmero de células

Q

sobreviventes em % de controlos nao tratados.

Lipossarcoma

O ED50 para o composto comparativo (A) é de 2,5

pg/mL e de 0,9 pg/mL para o composto (B).

Exemplo 3: Comparagdo da eficdcia de diversos derivados do
dcido betulinico de acordo com a invengdo ou do composto

comparativo (dcido Dbetulinico) em diversas linhas de
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sarcoma-melanoma. Sa&o considerados dados da sobrevivéncia
de células em percentagem (valores médios) comparados com

as culturas de células nao tratadas.

3a) Composto comparativo (A) (Acido betulinico) - activida-

de sobre a linha de lipossarcoma ATCC HTB-92

Conc. pg/mL Sobrevivéncia em %
0,3 98,0
0,6 92,8
1 92,3
1,25 79,5
2,5 49,3
5 20,8
10 15,7

3b) Composto (B) (triéster de &cido betulinico protegido)

- actividade sobre a linha de lipossarcoma ATCC HTB-92

Conc. pg/mL Sobrevivéncia em %
0,3 89,5
0,6 70,7
1 12,0
1,25 2,9
2,5 3,0
5 0,0
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3c) Composto (B) (triéster de Acido betulinico protegido) -

actividade sobre a linha de melanoma 518A2

Conc. pg/mL Sobrevivéncia em %
0,3 83,0
0,6 56,3
1 11,3
1,25 10,3
2,5 2,8
5 0,0
10 0,0

3d) Composto (C) (triamida de &cido betulinico protegido) -
actividade sobre a 1linha de melanoma 518A2 & 1linha de

lipossarcoma ATCC HT-92

Composto (C):

&
G
Conc. pg/mL Sobrevivéncia em % de melanoma
0,25 96
0,5 93

1 67,5
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Conc. pg/mL Sobrevivéncia em % de lipossarcoma
0,3 96
0,6 82
1,0 81

Exemplo 4: Preparacao de wum composto de inclusao (B)
incluindo o composto (B) (triéster de 4cido betulinico
protegido) em  HBC (2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina),
Sigma, cat.n® H-107) ou em HGC (2-hidroxipropil-gama-

ciclodextrina, Sigma, cat.n® H-125).

Composto (B):

Subsequentemente sado apresentadas as solugdes
padrédo para a diluicédo seguinte. O composto (B) foi dissol-
vido para 50 ou 100 mg/mL com EtOH. A HBC foi dissolvida
separadamente com 4dgua ou Aagua mais EtOH. O procedimento
adicional foi em principio descrito segundo as instrucgdes
fornecidas pela Sigma. Nao foi ensaiado alterar o wvalor do
PH. A solubilidade do composto (B) em solugdes aquosas com
inclusao de HBC ou compostos semelhantes é seguramente de

melhorar, por exemplo com gama-ciclodextrinas.
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Ensaio #1: Composto (B) 50 mg/mL dissolvido com EtOH como
normalmente
#2: Composto (B) 5,9 mg/mL com 266 mg/mL HBC com
H20
#3: Composto (B) 20 mg/mL com 266 mg/mL HBC com
50% EtOH/50% H,0
#4: Composto (B) 25 mg/mL com 200 mg/mL HGC com

50% EtOH/50% H,0

As solugdes padréo acima referidas foram diluidas
para 1 mg/mL com EtOH e de seguida adicionadas directamente

ao meio de cultura.

4a) Composto (B) (triéster de &cido betulinico protegido)
como composto de inclusdo em HBC (2-hidroxipropil-beta-
ciclodextrina) ou em HGC (2-hidroxipropil—-gama-ciclo-
dextrina) - actividade sobre a linha de melanoma 518A2:
Sobrevivéncia em % como em todos os dados apds 3
dias de cultura de células para uma aplicagdo unica ao

dia 1.

Ensaio #1

Conc. pg/mL Sobrevivéncia em % de melanoma
1,0 50
2,0 9,5
3,0 0,0
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Ensaio #2

Conc. pg/mL Sobrevivéncia em % de melanoma
1,0 65
2,0 25
3,0 0,0
4,0 0,0

Ensaio #3

Conc. pg/mL Sobrevivéncia em $ de melanoma
1,0 77
2,0 24
3,0 0,0
4,0 0,0

Ensaio #4

Conc. pg/mL Sobrevivéncia em % de melanoma
1,0 59

2,0 4

3,0 0,0

4b) Aceitabilidade do composto (B) (triéster de A&cido
betulinico protegido) como composto de inclusdo em HGC (2-

hidroxipropil-gama—ciclodextrina) num modelo de rato:

Método: Ratos fémea scid scid (SCID) C.B.-17 isentos
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de patogénicos (4-6 semanas de idade, Harlan Winkelmann,
Borchen, Alemanha) foram injectados por via intravenosa na
veia da cauda com um complexo de HGC/composto (B)
dissolvido com &agua. O composto de inclusdo foil preparado
como descrito no exemplo 4. O teor de &lcool foil removido
por liofilizacdo da mistura e subsequente reconstituigéao
com &agua. O volume total por injeccdo para os ensaios a

seguir referidos era de 200 pL.

Ensaio #1

Foram tratados inicialmente dois ratos 3 vezes
consecutivamente em cada 3° dia com 100 npg de complexo
HGC/composto (B). Perante uma aceitabilidade satisfatéria,
um par de ratos seguinte foi tratado com a dosagem mais
elevada imediatamente seguinte, como referido no esquema a

seguir.

Esquema:
Grupo A: 3 vezes 100 pg de complexo HGC/composto (B)
Grupo B: 3 vezes 200 pg de complexo HGC/composto (B)

Grupo C: 3 vezes 400 pg de complexo HGC/composto (B)

subsequentemente segue—-se com 0 grupo A tratado

inicialmente:

Grupo A: 3 vezes 800 pg de complexo HGC/composto (B)

Grupo B: 3 vezes 1500 pg de complexo HGC/composto (B);
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segue—-se uma interrupcao devido a presenca de irritacgdes

locais.

A interrupcdo dos ensaios realizou-se para 1500
ng de complexo HGC/composto (B) devido a presenga de
irritacgdes locais intensas num dos dois ratos, contudo sem
toxicidade sistémica evidente. De uma forma geral pode ser
aplicado um teor de 800 pg de complexo HGC/composto (B) por
injeccgao por rato sem toxicidade evidente. Para
concentracdes mais elevadas (cerca de > 1,5 mg de complexo
HGC/composto (B) por rato) ocorreram irritacgdes locais.
Sugere-se que uma infusdo mais lenta possa auxiliar a

eliminar estes efeitos secundarios.

Ensaio #2

Num grupo de ensaio de 3 ratos injectou-se 800 ug
de complexo HGC/composto (B) (em 200 pL de volume) por rato
em cada 3° dia, prosseguindo-se durante 6 dias seguidos.
Também neste caso ndo se observaram efeitos de toxicidade
clinica evidentes. A autdpsia subsequente nao evidenciou

alteracdes macroscdpicas dos dbrgaos.

Lisboa, 4 de Marco de 2009
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REIVINDICAGCOES

1. Novos derivados do acido betulinico com a

fédrmula geral (I)

CHy

§‘r,}#4ffx\<::fim
i

em que R; representa um grupo hidroxi, um grupo amino, um

grupo hidroxi protegido ou um grupo amino protegido, e Ry =

assim como seus sais e compostos de inclusao.

2. Composto de acordo com a reivindicacédo 1, em
que R; representa um grupo hidroxi, um grupo amino ou um

dos grupos hidroxi ou amino protegidos seguintes:
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e Ry, tem o significado acima referido.

3. Processo para a preparacao de um composto de
acordo com a reivindicagéo 1 ou 2, caracterizado por um
halogeneto de acido betulinico protegido adequadamente pelo
substituinte R; é feito reagir com um &lcool ou com uma
amina adequadamente substituida para obtengédo do substi-
tuinte R, e o composto de fdérmula geral (I) assim obtido,
em que R; representa um grupo hidroxi ou um grupo amino
protegido, € desprotegido caso requerido, de forma a obter
um composto de fdérmula geral (I) em que R; representa um

grupo hidroxi ou um grupo amino.

4. Utilizacado de um composto de acordo com a

reivindicacdo 1 ou 2 para a preparacdo de um medicamento.
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5. Utilizagcado de um composto de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2 para a preparagcao de um medicamento
para a inibicdo do crescimento de tumores como melanomas e
tumores neurocectodérmicos e/ou para o tratamento de sar-

comas e HIV em mamiferos.

6. Utilizagdo de um composto de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2 para a preparagao de um medicamento
para a terapia combinada com substédncias citostdticas
activas adicionais e substdncias com capacidade de modular
a morte celular, por exemplo oligonucledétidos "anti-sense”
contradiversos membros de grupos Bcl-2 anti-apoptédpicos, em

particular Bcl-2, Bcl-xL assim como Mcl-1.

7. Composicdo farmacéutica incluindo um compos-

to de acordo uma das reivindicagdes 1 ou 2.

Lisboa, 4 de Marco de 2009
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRICAO

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

declina gquaisquer responsabilidades a esse respeito.

Literatura que ndo é de patentes citada na Descrigio

« T GREENE ; P.G.M WUTS,
i Drganie Swithiesis. Jahn Wilsy

Frotective Groups « NODAY HAIYAT (KOHDAR K KAWAZOE Y. Ea-

A Song, onn, 1990 hanced cyiotioxinity of some iterpoenes Ioward leuke-
mia L2180 calls cultured in tow oH medias possihilily
of & new made of ook X#ling. Ohem Fhamy Swl, TKio-
hior TORF wnd 45 {16}, 186570
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