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RESUMO
"UTILIZACAO DE UM DERIVADO BENZOIL DE 3-AMINOCARBAZOL PARA
O TRATAMENTO DE UMA DOENCA ASSOCIADA COM A PRODUCAO DE
PROSTAGLANDINA E2 (PGE2)"

Utilizagdao de um derivado benzoil de 3-aminocarbazol para
produzir um farmaco para o tratamento preventivo ou
terapéutico de uma doencga seleccionada do grupo
compreendendo processos inflamatdérios, dor, febre, tumores,
doenga de Alzheimer e aterosclerose. Método para o
tratamento preventivo ou terapéutico de uma doenga
seleccionada do grupo compreendendo pProcessos
inflamatérios, dor, febre, tumores, doenca de Alzheimer e
aterosclerose, no gqual uma gquantidade terapeuticamente
eficaz de um derivado benzoil de 3-aminocarbazol de acordo

com a invengdo é administrada a um individuo.



DESCRICAO
" UTILIZAQAO DE UM DERIVADO BENZOIL DE 3-AMINOCARBAZOL PARA

O TRATAMENTO DE UMA DOENCA ASSOCIADA COM A PRODUQAO DE
PROSTAGLANDINA E2 (PGE2)"

CAMPO DA INVENGAO

Esta invencédo refere-se a utilizacdo de um derivado benzoil
de 3-aminocarbazol na Tabela 1 a seguir para a produgao de
um farmaco, o qual ¢é util no tratamento de doencgas
associadas com a producao de prostaglandina E; (PGE;) tais
como, por exemplo, processos inflamatdrios, dor, febre,
tumores, doenca de Alzheimer e aterosclerose, de acordo com

as reivindicacodes.

ESTADO DA TECNICA

O 1interesse nas prostaglandinas E,; (PGE;) surge do papel
destas como bioreguladores, juntamente com outros
prostandides produzidos pela via do metabolismo do 4acido

araquiddénico, e como mediadores de inflamacao.

Tal como é sabido, os prostandides constituem uma classe de
compostos que inclui as prostaglandinas, tromboxanos e
prostaciclinas. Os prostandéides sdo mediadores lipidicos os
quails actuam como hormonas locais nas células adjacentes ao
local da sua libertacdo. O0Os prostandéides sdo produzidos
principalmente a partir do &cido araquiddnico através de
oxidacao enzimatica activada por ciclooxigenase.
Ciclooxigenases (prostaglandina G/H sintases) catalisam a
formacdo sequencial de PGG, e PGH, a partir de Aacido
araquidénico. PGH, é depois convertida nos varios
prostandides através de enzimas especificas. As

prostaglandinas D, (PGD>) , prostaglandinas E, (PGE,) ,



prostaglandinas F,y (PGF,,), prostaglandinas I, (PGI;) e

tromboxanos A, (TXA,) sao formados desta forma.

Os prostandides ndo se acumulam, excepto no fluido seminal.
A seguir a varios estimulos (estimulos inflamatdérios,
imunoldgicos, hormonais, luz ultravioleta, agentes tumorais
e também agitacdo mecanica), eles s&o sintetizados e
libertados para o espaco extracelular, do gqual passam para

o plasma, urina e outros fluidos bioldgicos.

Os prostandides desempenham um papel importante nos
mecanismos que defendem a funcdo dos drgdos e integridade
do corpo. Tal €& demonstrado pela sua funcgdo citoprotectora
no tracto gastrointestinal, a sua regulacdo da funcédo dos
rins e microcirculacgdo, a sua regulacao da agregacao das
plagquetas e coagulacao do sangue, O seu envolvimento na
diferenciagdo de células do sistema imunitdrio e na

cicatrizacdo, no metabolismo ésseo e na ovulacéo.

Devem ser particularmente enfatizadas a acgao
vasoprotectora da PGIy, a qual é essencial para a
manutencdo da tonificacao vascular e para a prevencgao de
tromboembolismo e aterosclerose a nivel endotelial, e a
accdo anti-inflamatdéria e anti-proliferativa da PGD;, cujo
metabolito, 15d-PGJ,, ¢é capaz de exercer efeitos anti-
inflamatdérios através da activacdo de PPARy nuclear
(receptor gamma activado pelo proliferador de peroxisoma)
(Inoue et al., “Feedback control f <cyclooxigenase-2
expression through PPARgamma”, J. Biol. Chem. 2000, 275
(36): 28028-28032).

Os prostandides sado portanto bioreguladores, mas também sédo

importantes mediadores de inflamacdo e outras doencas.



Em particular, as PGE; sdao abundantes em locais onde ocorre
inflamagcdo e sao responsaveils pelos varios aspectos
patoldgicos da inflamacgdo crdénica e aguda, tais como edema,
a formacdo de eritema, dor inflamatdria, inflamacdo das
articulagdes e febre. As PGE, sao, na realidade, poderosos
agentes pré-inflamatdrios e algogénicos. Anticorpos anti-
PGE, apresentam actividade anti-inflamatdéria e animais
desprovidos de receptores para as PGE; demonstram uma
resposta reduzida a estimulos inflamatdérios (Portanova et
al., "“Selective neutralization of prostaglandin EZ2 blocks
inflammation, hyperalgesia, and interleukin 6 production in
vivo”, J. Exp. Med. 1996, 184(3):883; Ueno et al., “Major
roles of prostanoid receptors IP and EP (3) in endotoxin-
induced enhancement of pain perception”, Biochem.
Pharmacol. 2001, 62(2):157-160) e a auséncia de resposta
febril a estimulos pirogénicos (Ushikubi et al., “Impaired
febrile response 1in mice lacking the prostaglandin E
receptor subtype EP3”, Nature 1998, 395:281-284). Devido a
sua accao inibidora nas ciclooxigenases 1 e 2 (Fitzgerald e
Patrono, “The coxibs, selective inhibitors of
cyclooxigenase-2", N. Engl. J. Med. 2001, 345(6):433-442),
os farmacos anti-inflamatérios nédo esterdides (NSAI) e
farmacos selectivos para COX-2 correntemente em uso reduzem
0os sintomas associados com inflamacdo através de inibicéo
ndo selectiva da producdo de eicosandides (PGE,, PGD,,

PGFZO‘, PGIZ e TXAz) .

Em particular, 0s fadrmacos selectivos para COX-2
actualmente disponiveis no mercado apresentam reduzida
toxicidade gastrointestinal em comparacdo com os farmacos
anti-inflamatérios nédo esterdides (NSAI) convencionais.
Contudo, estes farmacos selectivos para COX-2 reduzem a
producdao de prostaciclina vascular (PGI,, a qual é
produzida principalmente a partir de COX-2), alterando o

equilibrio normal entre eicosandides prdé-trombdticos e



anti-trombdéticos a favor dos pré-trombdticos (TXA,, o qual
é principalmente produzido a partir de COX-1), e dado origem
a um risco aumentado de eventos vasculares trombdticos (S.
Malhotra, MD, DM; N. Shafig, MD; P. Pandhi, MD; Medscape
General Medicine 6(1), 2004; D. Mukherjee e E. J. Topol,
Cardiovascular risk and COX-2 inhibitors, Arthritis Res.

Ther. 2003, 5:8-11-2002).

Os pedidos de patente WO 01/07409 Al e WO 02/096902 Al
referem-se a inumeros derivados de carbazol representados
por uma fdérmula geral extensiva compreendendo o grupo base
3-aminocarbazol substituido em qualquer posigdo, incluindo
o &tomo nitrogénio, com um ou mais grupos ou residuos
orgédnicos alifaticos e/ou aromdticos. De acordo com estes
documentos, os referidos derivados de carbazol sao capazes
de se ligar selectivamente ao receptor Y5 humano e modular
a sua actividade. Como consequéncia disto, estes derivados
de carbazol podem portanto ser Uteis no tratamento da fome
e doencas metabdlicas tais como obesidade, bulimia nervosa,
anorexia nervosa, disturbios de sono, dependéncia de

morfina e ataques epilépticos.

SUMARIO DA INVENGAO
Foi agora surpreendentemente descoberto que alguns
derivados benzois de 3-aminocarbazol sdo capazes de inibir

selectivamente a produgao de prostaglandina E; (PGE;).

Os compostos Uteis de acordo com esta invencdo sido capazes
de reduzir a produgdo de PGE; e sdo por 1isso activos em
todas as condicbes patoldgicas em que a PGE; actua como um

mediador (por exemplo, febre, dor e resposta inflamatédria).

Os compostos Uteils de acordo com esta invencdo inibem
selectivamente a sintese de PGE,;. A inibicdo selectiva de

PGE, tem a vantagem de inibir um potente mediador de



inflamacdo, dor e febre, mantendo ao mesmo tempo inalterada
a producdo de outros prostandéides que sao produzidos em
cadeia a partir do é&cido araquiddénico, tais como PGF,y,
TXA,, PGI, e PGD;. Todos o0s mecanismos para a defesa das
fungbdes dos 6rgdos e a integridade do corpo, ©0s quais séo
tipicos das actividades dos outros prostandides, nado séo,

por isso, afectados.

De um modo semelhante aos anti-inflamatdérios ndo esterdides
convencionais, 08 compostos Uteis de acordo com esta
invencao apresentam propriedades anti-inflamatérias,
antipiréticas e analgésicas, e s&o por 1isso activos em
doencas tais como inflamacao, dor, febre, artrite
reumatdéide e artrose. Adicionalmente, uma vez que O0S
efeitos da PGE2 em tumores, doengca de Alzheimer e
aterosclerose sao conhecidos da literatura, os compostos
uteis de acordo com esta invengdo também podem ter

aplicacéo na prevencgdo e tratamento destas doengas.

Vantajosamente, o0s compostos UuUteis de acordo com esta
invencdo tém contudo menos efeitos adversos em comparacao
com os NSAI e os féarmacos selectivos para COX-2, os dquais,
ao inibir a ciclooxigenase, nao descriminam entre os varios
prostandéides. Em particular, os compostos uteis de acordo
com esta invencdo apresentam toxicidade gastrointestinal,

renal e vascular reduzida.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

Num primeiro aspecto, esta invencao refere-se por
conseguinte, ao uso de um composto seleccionado do grupo
compreendendo os derivados benzoil de 3-aminocarbazol na
Tabela 1, para a produgdo de um farmaco para o tratamento
preventivo ou terapéutico de uma doenga seleccionada do

grupo compreendendo processos inflamatérios, de acordo com



as reivindicagdes, dor, febre, tumores, doencga de Alzheimer

e aterosclerose.

Adicionalmente, num segundo aspecto, esta invencao refere-
se a uma composigdo para o tratamento preventivo ou
terapéutico de uma doencga seleccionada do grupo consistindo
em processos inflamatdérios de acordo com as reivindicacgdes,
dor, febre, tumores, doenca de Alzheimer e aterosclerose,
nos guais ¢é administrada a um individuo uma gquantidade
terapeuticamente eficaz de um composto seleccionado do
grupo compreendendo os derivados benzoil de 3-aminocarbazol

na Tabela 1 abaixo.

Os processos inflamatdérios, aos quais esta 1invencgdo pode
trazer Dbeneficios s&o o0s seguintes: edema, eritema,

inflamacdo das articulacdes, artrite reumatdéide e artrose.

Exemplos tipicos de tumores que podem beneficiar desta
invencdo sdo carcinomas e adenocarcinomas colorectais e dos

pulmobes.

Tipicamente, os derivados Dbenzoil de 3-aminocarbazol de
acordo com esta invencdo sao administrados a um mamifero.

Eles sdo preferencialmente administrados ao homem.

O composto Util de acordo com esta invencdo é seleccionado
do grupo compreendendo 0s derivados benzoil de 3-
aminocarbazol de férmula (I) indicados na Tabela 1 abaixo:

R4
R3 RS

T b:' § 7
) 0]



Tabela 1
Composto Ry R, R; Ry Ry
1 Cl H H H H
2 CH; H H H H
3 Br H H H H
4 I H H H H
5 NO, H H H H
6 Cl H H H Cl
7 Ccl H H NO, H
8 Cl H H Cl H

Os compostos Uuteis de acordo com a invengdo podem ser
preparados de acordo com métodos conhecidos da literatura,
por exemplo como descrito no pedido de patente WO 02/096902
Al.

De preferéncia, o farmaco de acordo com a invencédo &

preparado na forma de formas de dosagem adequadas.

Exemplos de formas de dosagem adequadas sao comprimidos,
cépsulas, comprimidos revestidos, grénulos, solugdes e
xaropes para administracgao oral, cremes, unguentos e
emplastros medicados para administracao tépica,
supositdérios para administragdo rectal, e solugbes estéreis
para administracado por injeccido, aerossol ou administracao

oftdlmica.

Estas formas de dosagem sao formuladas, de forma vantajosa,
numa forma tal que assegure a libertacdo controlada de um
composto da Tabela 1 ao longo do tempo. Na realidade,
dependendo da natureza do tratamento, o tempo de libertacéao

necessario pode ser muito curto, normal ou demorado.

As formas de dosagem também podem conter outros
ingredientes convencionais, tais como preservativos,

estabilizantes, surfactantes, tampdes, sais para regular a



pressao osmética, emulsionantes, adocantes, agentes

corantes, aromatizantes e afins.

Se necessario, em tratamentos especificos, as formas de
dosagem de acordo com esta invencdo também podem incluir
outros 1ingredientes farmacologicamente activos, os quais

seja util administrar em simulténeo.

A quantidade de composto de acordo com esta invencado nas
formas de dosagem anteriormente mencionadas pode variar num
largo espectro, dependendo de factores conhecidos tais
como, por exemplo, o tipo de doenca que tem de ser tratada,
a gravidade da doenca, o0 peso corporal do doente, a forma
de dosagem, a via de administracdo escolhida, o numero de
administracdes por dia e a eficacia do composto
seleccionado. Quantidades ¢ptimas podem, contudo, ser
normalmente facilmente determinadas pelos peritos na

especialidade.

Tipicamente, a quantidade de composto nas formas de dosagem
de acordo com esta invencdo é tal, que deve assegurar um
nivel de administracdo que varia entre 00,0001 e 100
mg/Kg/dia. Ainda mais preferencialmente entre 0,01 e 10

mg/Kg/dia.

As formas de dosagem da composicdo farmacéutica de acordo
com esta invencdo podem ser ©preparadas recorrendo a
técnicas que sdo bem conhecidas dos quimicos farmacéuticos,
as quais incluem mistura, granulacao, compressao,

dissolugéao, esterilizacéo e afins.

A seguinte parte experimental ird ilustrar a invenc¢do mais
detalhadamente.

Parte Experimental



Teste de actividade in wvitro

Este teste é utilizado para avaliar a capacidade de inibir
a produgdo de PGE;, e a selectividade relativamente a

produc¢ao de PGF,, para cada um dos compostos estudados.

Foi wutilizada a 1linha celular A549, derivada de um
adenocarcinoma do pulmdo humano, a qgqual é particularmente
sensivel a estimulacdo com citoquinas pré-inflamatdrias,
tais como IL-1p e, em resposta a esta estimulacéao,
particularmente activas na produgdo e libertacdo de dois
prostandéides: PGE, e PGF,;, (Thoren $S., Jakobsson P. J.
“Coordinate up- and down-regulation of glutathione-
dependent prostaglandin E synthase and cyclooxigenase-2 in
A549 cells. Inhibition by NS-398 and leukotriene C4”, Eur.
J. Biochem. 2000, 267 (21):6428-6434).

As células foram estimuladas com IL-1g (1 ng/mL) e ao mesmo
tempo tratadas com os compostos a testar, durante 18 horas,
no meio de cultura apropriado (DMEM - Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) enriquecido com 5% de soro fetal bovino e L-
glutamina (4 mM final), numa incubadora a 37°C e com uma

concentracao de CO; de 5%.

Apds incubacgdo, as quantidades de PGE; e PGF,y produzidas e
libertadas para o sobrenadante foram determinadas usando um
kit EIA (fabricado e comercializado por Cayman Chemicals,

Ann Arbor, MI, EUA).

Indometacina (Sigma-Aldrich), um anti-inflamatdério néo
esterdéide gque demonstrou a mesma inibigcdo em ambos os
prostandides medidos, foi utilizada como composto

referéncia.

Os compostos A, B e C, com a mesma fédrmula geral (I)

descrita acima e os substituintes indicados na Tabela 2
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foram usados como compostos de comparagdo. A preparacao
destes compostos de comparacao é idéntica a dos compostos

de acordo com a invencéo.

Tabela 2
Composto R, R, R; Ry Rs
A OCHs H H
B H H H
C H H CH,

Os resultados apresentados na Tabela 3 sao expressos Como
percentagens de inibicdo da produgcao de PGE; e PGF;,, a uma

concentracgao de 10 uM.

Tabela 3
% inibicdo a 10 uM
Composto
PGE, PGF 24
1 82 16
2 83 44
3 81 0
4 84 0
5 27 0
6 89 51
7 70 0
8 93 37
A 98 95
B 46 40
C 43 49
Indometacina 100 100

A titulo de exemplo, a Tabela 4 mostra os valores de pICso
para alguns dos compostos de acordo com a invengao, em que
PICsy representa o inverso do logaritmo de ICsy, © qual por
sua vez representa a concentracdo de composto que inibe 50%
da producdo de PGE, e PGF,, em células estimuladas, as quais

ndo foram, contudo, estimuladas com agquele composto.
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Tabela 4
Composto .

PGE, PGF,,

1 5,7 4,1

2 5,3 4,3

3 5,5 <4

4 5,4 <4
Indometacina 8,3 8,6

Teste de actividade in wvivo

Este teste torna possivel avaliar a actividade dos
compostos de acordo com esta invencao num teste nociceptivo
de origem inflamatéria. O Composto 1 foi usado para este
propdsito num modelo experimental que provoca comportamento
de dor induzido por &cido acético em ratinhos (Stock, J. L.
et al., J. Clin. Inv. 2001, 107:325-331). Ratinhos fémea

CD-1 pesando entre 25 e 30 g foram usados para o teste.

Os animais foram tratados oralmente com o composto 1 (30
mg/Kg) ressuspendido em metilcelulose (MTC). Os animais
controlo foram tratados apenas com o veiculo (MTC), por via

oral.

Uma hora depois do tratamento, &acido acético (0,7% v/v em
solugdo fisioldgica, 16 uL/g do peso corporal) foi
injectado nos animais intraperitonealmente para induzir dor
inflamatdéria e estudar os efeitos do tratamento na resposta

nociceptiva.

O numero de estiramentos, o qual representa o parédmetro de
avaliacgéo para a resposta nociceptiva, foi medido
imediatamente apds a administracdo de 4cido acético e
durante os 20 minutos seguintes. Os resultados obtidos

(média + DP) sédo apresentados na Tabela 5 a seguir.
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Tabela 5
Nr. estiramentos em
Composto
20 min.
MTC 58 £ 5
MTC + Composto 1 40 £ 5

Teste em células endoteliais primdrias humanas (HUVEC)

Este teste é usado para avaliar a capacidade dos compostos

na Tabela 2 para inibir a producédo de PGI,.

A auséncia de actividade inibidora nestes prostandides pode
assegurar que a acgado vasoprotectora de PGI, € mantida, e
fornece informacdo farmacoldégica uUtil acerca de efeitos

adversos no endotélio.

O composto 1 foi usado no teste.

A acgdo do composto testado foi avaliada em células HUVEC
em condigdes basais e com estimulacdo (J. Immunol. 1989 1
de Junho; 142(11):3993-9).

Os resultados sao apresentados na Tabela 6 e sd0 expressos
como percentagem de inibicao, em comparacao com a

actividade enzimdtica controlo.

A indometacina foi usada como composto referéncia.

Tabela 6
Composto Teste para a % de
(10 uM) secrecgdo de PGI, inibigdo
1 Basal (HUVEC) 0
L Com estimulacao 0
(HUVEC)
Indometacina Com estimulacao 100
(HUVEC)

Lisboa, 29 de Julho de 2010



REIVINDICACOES

1.0 uso de um composto seleccionado do grupo consistindo
em derivados benzoil de 3-aminocarbazol de férmula (I),

indicados na Tabela 1 abaixo

Tabela 1

Composto R, Ry R3 Ry Rs
1 Cl H H H H
2 CH; H H H H
3 Br H H H H
4 I H H H H
5 NO, H H H H
6 Cl H H H Cl
7 cl H H NO,
8 Cl H H Ccl

para a produgdo de um farmaco para o tratamento preventivo
ou terapéutico de uma doenca seleccionada do grupo
consistindo em edema, eritema, inflamacdo das articulacdes,
artrite reumatdide, artrose, dor, febre, tumores, doencga de

Alzheimer e aterosclerose.

2.0 uso de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o tumor é
seleccionado do grupo consistindo em carcinomas e

adenocarcinomas colorectais e dos pulmbes.

3. Um derivado benzoil de 3-aminocarbazol de férmula (I)

indicado na Tabela 1 abaixo



R4
R3 RS

Rt ©

Oz
4

Tabela 1

Composto R, R, Rs Ry Ry
1 Cl H H H H
2 CH, H H H H
3 Br H H H H
4 I H H H H
5 NO, H H H H
6 Cl H H H Cl
7 cl H H NO,
8 Cl H H Cl

para uso no tratamento preventivo ou terapéutico de uma
doenca seleccionada do grupo consistindo em edema, eritema,
inflamacdo das articulacgdes, artrite reumatdide, artrose,

dor, febre, tumores, doenca de Alzheimer e aterosclerose.

4, 0 derivado benzoil de 3-aminocarbazol de acordo com a
reivindicagcdo 3, para o uso no tratamento preventivo ou
terapéutico de um tumor seleccionado do grupo consistindo

em carcinomas e adenocarcinomas colorectais e dos pulmdes.

Lisboa, 29 de Julho de 2010
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