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RESUMO

"TRATAMENTO TERAPEUTICO DE DOENGAS ASSOCIADAS AQ RECEPTOR

DE ANDROGENIOS"

A invencdo proporciona métodos para tratamento de
doencas como © cancro da prdostata, ou para melhoramento de
um ou mais sintomas associados ao cancro da prbstata, ou
para agentes que modulam a actividade bioldgica do receptor
de androgénios. A invencdo também proporciona métodos e

composicBes adequadas para aplicacgdes terapéuticas.
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DESCRICAO

"TRATAMENTO TERAPEUTICO DE DOENGAS ASSOCIADAS AQ RECEPTOR

DE ANDROGENIOS"

ANTECEDENTES DA INVENQKO

A  invencdo proporciona métodos e composicdes
compreendendo esterdides e andlogos, tais como andlogos do
androst-5-eno-3,17-diol ("AED™) ou do 1,3,5(10)-
estratrieno-17-etinil-3,17-diol ("EED") para utilizacéo
como agentes para modular a actividade biolégica do
receptor de androgénios ("AR") ou para tratar doencas que
respondem a androgénios ou doencas relacionadas como ©
cancro da proéstata e a hipertrofia benigna da proéstata

(HBPHH) .

O cancro da prdstata representa a doenca maligna
ndc cutdnea mais vulgarmente diagnosticada em homens de
idade e é a segunda principal causa de morte relacionada
com cancrc em homens norte-americanos, A ablacdo de
androgénios tem sido a base do tratamento para formas
avancadas desta doenca, tipicamente por uma asscciacido de
terapéutica anti-androgénios cirtGrgica ou médica. 0Os anti-
androgénios que sdo correntemente utilizados incluem
hidroxiflutamida (HF) , acetato de ciproterona e

bicalutamida (casodex). O0Os tratamentos de ablacdo de
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androgénios s&o wutilizados ©para reduzir o nivel de
androgénios endbdgenos. Contudo, a maioria de casos de
cancro da préstata dependente de androgénios parecem
evoluir para doencas malignas independentes de androgénios.
Limitando a disponibilidade de androgéniocs aos cancros da
préstata regionais ou metastdsicos normalmente induz
remiss&o, mas apds algum tempo © cancro frequentemente
torna-se refractario acs tratamentos de ablacdc de
androgénios. Foi sugerido que alteracdes genéticas do gene
AR podem contribuir para uma resposta insuficiente a
terapéutica anti-androgénics. Contudo, 0s mecanismos
responsaveis pela conversdo de células de cancro da
préstata numa doenca independente de androgénios ndo estdo

completamente caracterizados.

A BPH é uma doenca que afecta aproximadamente 60%
de homens com mais de cerca de 60 anos de idade. Uma
acumulacdo elevada de hormonas masculinas tais como di-
hidrotestosterona ("DHT") em tecido da prdstata pode
contribuir para ¢ aumentc da prdstata. A acumulacdc de DHT
parece resultar de niveis elevados de receptores de DHT
intracelulares. O aumento estd associado a uma elevacdo dos
niveis de estrogénios em relagdo aos nivels de androgénios,
que diminuem com a idade. Os sintomas uroldgicos consistem
numa frequéncia elevada de miccdo devida a urina residual
elevada. Isto & tipicamente acompanhado por um fluxo de
urina fraco, um 1inicio de miccdo atrasado e infeccgdes
repetidas da bexiga e dos rins. O tratamento da BPH inclui
cirurgia para retirar a obstrucdo, mas esta ndo & sempre

eficaz ou tem efeitos secundarios indesejados, e.g.,
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incontinéncia ou libido diminuida. Outros tratamentos tais
como a ablacdo de androgénios por orquiectomia bilateral ou
guimioterapia de ablacido de androgénios s&o excessivamente
invasores ou tém efeitos secunddrios indesejados. Existem
métodos menos invasores, e.g. tratamento por dilatacdo com
baldo com hipertermia ou micro-ondas, mas podem ter

eficacia limitada.

A quimioterapia para doencgas tais como cancro da
préstata e BPH, ou o0s seus sintomas, inclui a administracgédo
de inibidores da sintese de androgénios tais como
inibidores de 5a redutase para inibir a producdo de
hormonas sexuais como testosterona ou di-hidrotestosterona,
ou a administracdo de Naftopidil para distria. O tratamento
com 1inibidores de ba redutase foli associado a outros
tratamentos tais como anti-estrogénios, inibidores de
aromatase (estrogénio sintetase), inibidores de 17-hidroxi-
esterdide desidrogenase ou agonistas ou antagonistas da
hormona de libertacdo da hormona luteinizante. Outros
tratamentos propostos incluem a administracdoc de inibidores
de aromatase tais como 4-hidroxiandrosteno-3,17-diona. A
guimioterapia tipicamente tem desvantagens. Pode ter
efeitos secundarios indesejados, particularmente em doentes
mais velhos ou pode torna-se ineficaz com o tempo. Foram
descritos varios tratamentos e as suas limitacdes, ver,
e.g., as patentes U.S. 4059630, 4310523, 4659695, 4970204,
5137882, 5372996, 5494914, 5561124, 5593981, 5994334,
5994335, 5998377, 6015806, 6093722, 6110906 e a publicagdo

europeia EP 0 401 653.
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Foram descritas as propriedades bioldgicas do AED
e compostos esterdides relacionados, ver, e.g., as patentes
U.S. numeros 2833793, 2911418, 3148198, 3471480, 3710795,
3711606 3976691, 4268441, 4427649, 4542129, 4666898,
4808694, 4956355, 4978532, 5001119, 5043165, 5077284,
5028631, 5110810, 5157031, 5162198, 5175154, 5206008,
5277907, 5292730, 5296481, 5372996, 5387583, 5407684,
5424463, 5461042, 5478566, 5506223, 5518725, 5527788,
5527789, 5532230, 5559107, 5562910, 5583126, 5585371,
5587369, 5591736, 5593981, 5610150, 5635496, 5641766,
5641768, 5656621, 5660835, 5677366, 5686438, 5696100,
5700793, 5707983, 5709878, 5710143, 5714481, 5728688,
5736537, 5744462, 5753237, 5756482, 5776921, 5776923,
5780460, 5795880, 5798347, 5798348, 5804576, 5807848,
5807849, 5811418, 5824313, 5824668, 5824671, 5827841,
5837269, 5837700, 5843932, 5846963, 5856340, 5859000,
5869090, 15863910, 5872114, 5872147 e 5910407; patentes
alemids numeros 2035738 e 2705917; publicagdes PCT numeros
WO 95/21617, WO 97/48367, WO 98/05338, WO 98/50040, WO

98/50041, WO 98/58650; publicacdo europeia ntmero 0020029.

Foram descritos o receptor de androgénios e co-
activadores tais como ARA-7;, ARA,,, ARAs;, ARA:; 2 Rb, e
métodos para a sua utilizagdo, e.g., patente U.S. 5789170,

5614620; publicac&o internacional numero WO 00/04152.

0Os métodos e composicdes da invencdo realizam um

ou mais de varios objectos. Os objectos da invencdo incluem
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proporcionar métodos e  composicdes para inibir @ a
proliferacdo de células de cancro da prdstata num
individuo. Qutros objectos s&do proporcionar métodos para
preparar e utilizar composicdes e formulacdes compreendendo
andlogos do EED ou outros compostos aqui descritos.

Objectos adicionais serdo evidentes a partir da descricéo.

SUMARIO DA INVENGAO

De acordo com o objecto, a invencdo proporciona a

utilizacdo como um medicamento de um composto, em que

(a) o composto é l7a-etinilandrost-5-eno-

3B, 7B, 17B-triol (composto 1.2.1.3) que tem a estrutura

(b) o composto ¢é androst-5-eno-3a,7f,1l6a,17p-

tetrcl (composto Z2.2.6.1) que tem a estrutura
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ou

(c) o composto é l17a-etinilandrostano-3a,l17B-diol

(composto 2.1.1.3) gue tem a estrutura

A invencdo proporciona ainda a utilizacdo de um
composto para a preparacdo de um medicamento para ©
tratamento de hiperplasia benigna da prostata, cancro da

préstata ou cancro da mama, em que

(a) o composto tem a estrutura

(composto 1.2.1.3),

(b) o composto tem a estrutura

(composto 2.2.6.1),
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ou

(c) o composto tem a estrutura

(composto 2.1.1.3),

A invencdo proporciona ainda um composto que tem

a estrutura

(composto 1.2.1.3),

ou

(composto 2.2.6.1).

O composto da invencdo pode ser um pOd ou um

granulado.
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A  inveng¢do proporciona ainda uma formulacdo
compreendendo um ou mais excipientes ou um composto em que

o composto tem a estrutura

(a)
ot
Ll
(composto 1.2.1.3),
(b)
(composto 2.2.6.1),
ou
(c)

(composto 2.1.1.3).

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

Tal como aqui utilizados e salvo indicacido em
contrario ou implicacdo pelo contexto, os termos seguintes

tém os significados aqui definidos.
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Estereoisébmeros. Os compostos de acordo com a

invenc&o incluem isdémeros Opticos enriquecidos ou resol-
vidos em qualquer ou todos os Aatomos de carbono assi-
métricos como evidenciados a partir das representacgdes.
Tanto as misturas racémicas como diastereoméricas, bem como
os 1isdémeros Opticos individuais, podem ser isolados ou
sintetizados de modo a estarem substancialmente isentos dos

seus parceiros enantioméricos ou diastereoméricos.

Un ou mais dos métocdos seguintes s&o utilizados
para aqui preparar 0s isémeros enantiomericamente
enriquecidos ou  puros. Os métodos estdo listados
aproximadamente pela sua ordem de preferéncia, i.e., uma
pessca normalmente utiliza a sintese estereospecifica a
partir de precursores qguirais antes da resolugédo

cromatografica ou antes da cristalizacg¢do esponténea.

A  sintese estercospecifica é utilizada com
vantagem quando o material de partida quiral apropriado
estd disponivel e s&o escoclhidos passos reaccionais que néo
resultem em racemizacdo indesejada nos sitios quirais. Uma
vantagem da sintese esterecospecifica & que ndo produz
enantidmeros indesejados que tém de ser removidos do
produto final, baixando assim o rendimentc global da
sintese. Em geral, o0s especialistas na matéria vao
compreender que materiais de partida e condigdes
reaccionais devem ser utilizados para obter os isdmeros
enantiomericamente enrigquecidos ou puros por sintese

estereoespecifica.
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Outro método de sintese de utilidade geral é a
resolucdo cromatografica de enantidmeros em resinas de
cromatografia quirais. Estas resinas sdo empacotadas em
colunas, wvulgarmente chamadas colunas de Pirkle e estdo
disponiveis comercialmente. As colunas contém uma fase
estacionidria quiral. O racemato ¢ posto em solugdo e
aplicado na coluna, e em seguida separado por HPLC. Ver por
exemplo Proceedings Chromatographic Society - International
Symposium on Chiral Separations, Sept. 3-4, 1987. Exemplos
de colunas quirais que podem ser utilizadas para procurar a
técnica de separacdo éptima v&o incluir Diacel Chriacel 0D,
Regis Pirkle de D-fenilglicina covalente, Regis Pirkle de
Tipo 1A, Astec Cyclobond II, Astec Cyclobond III, Serva
Chiral D-DL=Daltosil 100, Bakerbond DNBLeu, Sumipax OA-
1000, coluna Merck de triacetato de celulose, Astec
Cyclocbond I-Beta, ou Regis Pirkle de D-naftilalanina
covalente. Nem todas estas colunas tém probabilidade de ser
eficazes com todas as misturas racémicas. Contudo, o0s
especialistas na matéria compreendem que pode  ser
necessaria uma certa quantidade de pesguisa em rotina para
identificar a fase estaciondria mais eficaz. Quando se
utiliza estas colunas & desejavel utilizar formas de
realizacdo dos compostos desta invencdo em gue as cargas
ndc estdo neutralizadas, e.g., em que as funcionalidades
acidas tais como carboxilo ndo estdc esterificadas ou

amidadas.

Outro método envolve a conversdo dos enantidmeros
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da mistura em diasteredmeros com auxiliares quirais e
depois a separacdo dos conjugados por cromatografia em
coluna normal. Este ¢é um método muito adequado,
particularmente quando a forma de realizacdo contém
carboxilo, amina ou hidroxilo livres que vdo formar um sal
ou liga¢cdo covalente com um auxiliar quiral. Os amino
dcidos, acidos orgénicos ou 4acidos organossulfénicos
guiralmente ©puros valem & pena ser explorados como
auxiliares quirais, sendo todos eles bem conhecidos na
arte. Podem ser formados sals com esses auxiliares ou podem
ser ligados (mas reversivelmente) ao grupo funcional. Por
exemplo, aminocédcidos D ou L puros podem ser utilizados para
amidar o grupo carboxilo de formas de realizacdo da
invencdo que compreendem um grupo carboxilo e depois ser

separados por cromatografia.

A resolucdo enzimdtica & outro método com valor
potencial. Nesses métodos prepara-se derivados covalentes
dos enantidmeros da mistura racémica, geralmente ésteres
alguilicos inferiores (por exemplo de carboxilo) e depois
expbe-se o derivado a c¢livagem enzimitica, geralmente
hidrélise. Para este método ter éxito deve ser escolhida
uma enzima gue é capaz de clivagem estereoespecifica, por
isso é frequentemente necessario testar por sistema varias
enzimas. Se se trata de ésteres a ser clivados, entéao
selecciona-se um grupo de esterases, fosfatases e lipases e
determina-se & sua actividade sobre o derivado. As
esterases tipicas sdo do figado, péncreas ou outros orgaos

de animais e incluem esterase de figadoc de porco.
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Se a mistura enantiomérica se separa da solucdo
ou de um bolo de fusdo como um conglomerade, i.e., uma
mistura de cristais enantiomericamente puros, entdoc os
cristais podem ser separados mecanicamente, produzindo
assim a preparac¢do enriguecida enantiomericamente. Contudo,
este método ndo é pratico para preparacdes em grande escala

e tem valor limitado para compostos racémicos verdadeiros.

A sintese assimétrica é uma outra técnica para a
obtenc&o de enriquecimento enantiomérico. Por exemplo, faz-
se reagir um grupo protector quiral com © grupo a ser
protegido e deixa-se equilibrar a mistura reaccional. Se a
reacgcdo for enantiomericamente especifica, entdo o produto

vai ficar enriquecido nesse enantidmero.

Pode encontrar-se mails orientacgdes para separacdo
de misturas enantioméricas, a titulo de exemplo e nédo de
limitacdo, em "Enantiomers, Racemates, and resolutions”,
Jean Jacgues, Andre Collet e Samuel H. Wilen (Krieger
Publishing Company, Malabar, FL, 1991, ISBN (0-89464-618-4):
Parte 2, Resolution of Enantiomer Mixture, paginas 217-435;
mais especialmente, seccdo 4, Resolution by Direct
Crystallization, paginas 217-251, seccdo b, Formation and
Separation of Diastereomers, paginas 251-369, seccdo 6,
Crystallization-Induced Asymmetric Transformations, paginas
369-378 e seccdo 7, Experimental Aspects and Art of
Resolutions, paginas 378-435; ainda mais particularmente,

seccdao 5.1.4, Resolution of Alcohols, Transformation of
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Alcohols into Salt-Forming Derivatives, péginas 263-266,
seccdo 5.2.3, Covalent Derivatives of Alcohols, Thiols, and
Phenols, péaginas 332-335, seccdo 5.1.1, Resolution of
Acids, paginas 257-259, seccdo 5.1.2, Resolution of Bases,
paginas 259-260, seccdo 5.1.3, Resolution of Amino Acids,
pagina 261-263, seccdo 5.2.1, Covalent Derivatives of
Acids, pagina 329, seccdo 5.2.2, Covalent derivatives of
Amines, paginas 330-331, secc¢do 5.2.4, Covalent Derivatives
of Aldehydes, Ketones, and Sulfoxides, paginas 335-339, e
seccio 5.2.7, Chromatographic  Behavior of Covaient

Diastereomers, paginas 348-354.

Os compostos de acordo com a invencdo sido Tteis
para tratar ©patoclogias que estdo associadas ou que
respondem a modulacdo da actividade de AR, incluindo cancro
da préstata, acne, calvicie, hirsutismo, hipogonadismoc e
cancro da mama. Estes compostos podem ser opcionalmente
utilizados em terapéuticas de associacdo para o tratamento
de qualguer dessas doencgas ou patologias. As associages
incluem composto(s) de acordo com a invencdo associados a
cirurgia, radioterapia, agentes citotdxicos, agentes
citostaticos ou terapéuticas hormonais, incluindo qualquer
das terapéuticas ou tratamentos aqui descritos ou em

gualquer das referéncias aqui citadas.

Os compostos de acordo com a invencido também sido
Uteis para determinar se o AR ou outroc receptor de
esterdides, e.g. um receptor o6rfdo, estdo presentes numa

populacdo de células ou extracto celular. Nestas aplica-
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¢des, o0s compostos vdo tipicamente estar marcados, e.g.
radiomarcados (YC, 3H, 32P, 3 ou um isdétopo radicactivo do
icdo) ou marcados com uma unidade reticulante. Em
aplicacbes relacionadas, os compostos sdo UGtels como
padrles de referéncia para comparar a sua capacidade de
modular a actividade do AR com capacidade de moduladores do
AR conhecidos, como o AED. Nessas aplicagdes, um composto
de acordo com a invencdo é utilizado num sistema de ensaio
adequado, e.g. um que compreende células (in vitrc ou in
vivo) que contém AR funcionais, um gene que responde a AR,
e.g. ornitina carboxilase, que pode ser convenientemente
doseado, um composto de acordo com a invencdo € um composto
de teste. Nesses métodos, é examinado o efeito do composto
de acordo com a invencdo na capacidade do composto de teste
para modular o AR, normalmente através de um sistema
devidamente controlado, e.g. com concentrac®es variadas do
composto de acordo com a invencdo ou concentragdes variadas
do composto de teste. Estdo descritos sistemas de ensaio,
ou componentes seus gue compreendem o AR, ver e.g.,
patentes U.S. 4981784 e 5071773, Evans et al., Science
240:889-895 1988, T. Berger et al., J. Steroid Biochem.
Molec. Biol. 41:773-778 1992, J. Simenthal et al., J. Biol.
Chem. 266:510-514 1991, G. Scalabrino et al., Mol. Cell.
Endocrinol. 77:1-35 1991, O. Janne et al., Ann. N. Y. Acad.
Sci. 438:72-84 1984 e R. Djurhuus, Anal. Biochem. 113:352-

355 1981.

Uma dose eficaz de um compostc de acordo com a

invencdo ou o "ingrediente activo", para utilizacdo em
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aplicagdes terapéuticas, e.g. tratamento de cancro da
préstata, vai depender em certa medida pelo menos de
factores como © estado da doenca a ser tratada, se ofs)
composto (s) estd/estdo a ser utilizado(s) profilacticamente
(doses mais baixas) ou a gravidade da doenga maligna, o
método de administracéo, bem como a formulacao
farmacéutica. Esses factores v&o ser determinados pelo
médico através de estudos convencionais de escalonamento da
dose. Normalmente a dose administrada ao individuo vai ser
de cerca de 0,03 a cerca de 30 mg/kg de pesc corporal por
dia, geralmente cerca de 0,1 a cerca de 10 mg/kg de peso
corporal peor dia. Por exemplo, para administracdoc tépica a
dose candidata didria para um ser humano adulto de
aproximadamente 70 kg de peso corporal vail variar de cerca
de 1 mg a cerca de 750 mg, geralmente entre cerca de 5 mg e
cerca de 300 mg, geralmente entre cerca de 30 mg e cerca de
250 mg. Uma dose diédria pode tomar a forma de doses ou
sitiocs de administrac&o Unicos ou maltiplos. Para um
composto de féormula 1 ou que é administrado
parentericamente, e.g., i.v., s.c. ou i.m., a dose
geralmente val ser menor (e.g. cerca de 0,02 a cerca de 6

mg/kg) do que uma dose administrada por via oral.

As formulacdes farmacéuticas que compreendem um
composto de acordo com a invencdo tipicamente incluem um ou
mais veiculos ou excipientes e opcionalmente outros
ingredientes  terapéuticos. O ou o©s veiculos serdo
geralmente "aceitdveis" no sentido de serem compativeis com

os outros ingredientes da formulacdo e fisiologicamente
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indcuos para quem os recebe. Esses velculos ou excipientes
sdo conhecidos, e.g. enchimentos, lubrificantes, agluti-
nantes e varios excipientes liquidos para formulagdes
liguidas. Os wveiculos adequados incluem os descritos nas

referéncias aqui citadas.

As formulacgdes adequadas incluem solucdes aquosas
ou oleosas do ingrediente activo. As formula¢des adequadas
para administracdo parentérica do ingrediente activo
incluem composi¢des aquosas e ndo  aguosas em Jque o
ingrediente activo estd dissolvido ou suspenso em soluc¢do.
Essas formulacdes vio tipicamente compreender cerca de 25-
300 mg/mL do ingrediente activo, geralmente cerca de 40-200
mg/mL. As formulacBes  adegquadas para administracdo
parentérica incluem soluc¢des injectéveis estéreis aquosas e
ndc aquosas gue podem conter anti-oxidantes, tampdes,
bacteriostatos ou solutcs que tornam a formulacdo isotdnica
com © sangue de quem a recebe. Outras formulagdes
parentéricas podem incluir suspensdes estéreis aquosas e
ndc aquosas que podem incluir agentes de suspensido e

agentes espessantes.

As formulag¢des adequadas para administracdo
topica incluem cremes ou pomadas em que um composto de
férmula 1 ou 2 ¢é dissolvido ou suspenso num veiculo
adequado, especialmente num solvente ou veiculo ndo aquoso
para o ingrediente activo. O ingrediente activo tipicamente
esta presente nessas formulacdes numa concentracdo de 0,5 a

20% p/p, frequentemente de 0,5 a 10% p/p. Essas formulacdes
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sdo adequadas para utilizacdo em aplicagdes tais como ©

tratamento da calvicie masculina ou acne.

As formulacdes adequadas para administracdo bucal
ou sublingual incluem pastilhas compreendendo ¢ ingrediente
activo, que estd opcionalmente presente numa base
arcmatizada tal como sacarose e acacia ou tragacanta. As
pastilhas podem compreender o ingrediente activo numa base
inerte como gelatina e glicerina, ou sacarcse e acéacia, e
as soluc¢des para lavagem da boca podem compreender o

ingrediente activo num veiculo liquido adeguado.

As formulagdes para administracdo rectal podem
ser apresentadas como um supositério com uma base adequada
compreendendo por exemplo manteiga de cacau ou um

salicilato.

As formulag¢bes adequadas para administracdo
intrapulmonar ou nasal vdo ter um tamanho das particulas
por exemplo na gama de 0,01 a 200 micrometros (incluindo
tamanhos das particulas numa gama entre (0,01 e 500
micrometros em incrementos de 0,1 micrometros, como 0,1,
0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 2, 5, 30 micrometros, 35
micrometros, etc.), que é administrada por inalacgdo através
das vias nasais ou por inalagdo através da bocaz de modo a
atingir os vérios brénquios ou sacos alveolares. As
formulacgdes adequadas para administracdo em aerossol ou em
pd seco podem ser preparadas de acordo com métodos

convencionais e podem ser administradas com outros agentes
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terapéuticos, tais como compostos até entdo utilizados no

tratamento ou profilaxia de cancro da prodstata.

As formulagdes adequadas para administracéo
vaginal podem ser apresentadas como pessarios, tampdes,
cremes, géis, pastas, espumas ou formulacdes para pulve-
rizacdo contendo além dos ingredientes activos veiculos que

sdo conhecidos na arte como sendo apropriados.

As formula¢des compreendendo um ingrediente
activo sdo apresentadas em dose unitdria ou em recipientes
multi-doses, por exemplo ampolas e frascos selados, e podem
ser armazenadas em estado seco por congelacdc (liofilizado)
requerendo apenas a adicdo do veiculo liquido estéril, por
exemplo &gua para injeccdo, imediatamente antes da uti-
lizacdo. As solucles e suspensdes injectdveils extemporineas
sdc preparadas a partir de pds, granulados e comprimidos
estéreis do tipo descrito anteriormente. As formulacdes de
dosagem unitaria preferidas sdo as que contém uma dose
didria ou subdose didria unitaria, tal como aqui descrito,

ou uma sua fraccdo apropriada, do ingrediente activo.

Deve entender-se que, para além dos ingredientes
especificamente mencionados acima, as formulacgbes desta
invencdo podem incluir outros agentes convenciocnais da arte
relativos ao tipo de formulacdo em causa, por exemplo, 08
adequados para administracdo oral podem incluir agentes

aromatizantes ou corantes.
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A invencdo proporciona ainda composicles vete-
rinarias compreendendo pelo menos um ingrediente activo

conjuntamente com um veiculo veterindrio.

Os veiculos veterindrios sdo materiais Uteis para
fins de administrac&o da composicdo e podem ser materiais
s6lidos, liquidos ou gasosos, que de resto sdo materiais
inertes ou aceitédveis na arte veterindria e sdo compativeis
com o ingrediente activo. Estas composic¢des veterinarias
podem ser administradas por via oral, parentérica ou por

qualquer outra via desejada.

Os ingredientes activos podem ser utilizados para
proporcionar  formulac¢bdes  farmac&uticas de libertacdo
controlada contendo um ingrediente activo ("formulacles de
liberacdo controlada") em que a libertacido do ingrediente
activo & controlada e regulada para permitir administracéo
com menos frequéncia ou para melhorar o perfil farma-
cocinético ou de toxicidade de um determinado ingrediente

activo.

As formulagdes incluem as adequadas para qualquer
das vias de administracdo anteriores. As formulag¢des podem
ser convenientemente apresentados em forma de dosagem
unitaria e podem ser preparadas por qualquer dos métodos
conhecidos na arte da farmacia. As técnicas e formulagbes
sdo genericamente encontradas em Remington’s Pharmaceutical
Sciences (Mack Publishing Co., Easton, Pa.). Esses métodos

incluem o passo de associar o ingrediente activo ao veiculo
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gue constitui um ou mais 1ingredientes acessdérios ou
excipientes. Em geral, as formulagdes sédo preparadas por
associacdo uniforme e intima do ingrediente activo com
veiculos liquidos ou veiculos sélidos finamente divididos

ou ambos, e depoils, se necessario, é dada forma ao produto.

As formulacbdes da invencidc adequadas para admi-
nistracdo oral sdo preparados como unidades discretas tais
como cépsulas, hdéstias ou comprimidos, contendo cada um
deles uma quantidade predeterminada do ingrediente activo;
como um pd ou um granulado; como uma solugdo ou uma
suspensdo num liguido aquoso ou num liquidc ndo agquoso; ou
como uma emulsdo liquida de 6leo em &gua ou uma emulsio
liquida de agua em éleo. O ingrediente activo também pode

ser apresentada como um bolus, electudrio ou pasta.

Um comprimido é feito por compressido ou moldagem,
opcionalmente com um ou mais ingredientes acessdérios. O0s
comprimidos submetidos a compressdo podem ser preparados
por compressdo numa maquina apropriada do ingrediente
activo numa forma de escoamento livre tal como um pd ou
granulos, opcionalmente misturado com um aglutinante,
lubrificante, diluente inerte, conservante, tensoactivo ou
agente dispersante. Os comprimidos moldados podem ser
feitos por moldagem numa maguina apropriada de uma mistura
do ingrediente activo em pd humedecido com um diluente
liguido inerte. O0Os comprimidos podem ser opcionalmente
revestidos ou ranhurados e opcionalmente sdo formuladas de
modo a proporcionar liberacdo lenta ou controlada do

ingrediente activo a partir deles.
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Se desejado, a fase aguosa de uma base de creme
pode incluir, por exemplo, &lcool poli-hidroxilado, i.e. um
dlcool que tem dois ou mais grupos hidroxilo tais como
propileno glicol, butano-1, 3-diol, manitol, sorbitol,
glicerol e polietileno glicol e as suas misturas. As
formulagdes topicas podem desejavelmente incluir um
composto que aumenta a absorcdo ou penetracdo do ingre-
diente activo através da pele ou de outras areas afectadas.
Exemplos desses promotores da penetracdo cutdnea incluem

sulféxido de dimetilo e andlogos relacionados.

A fase oleosa das emulsdes desta inveng¢do pode
ser constituida a partir de ingredientes conhecidos de um
modo conhecido. Enquanto a fase pode incluir apenas um
emnulsionante (também conhecido Como um emulgente),
desejavelmente compreende uma mistura de pelo menos um
emulsionante com uma gordura ou um 6leo ou com ambos uma
gordura e um Oleo. Preferencialmente, estd incluido um
emulsionante hidrdéfilo conjuntamente com um emulsionante
lipéfilo que actua como um estabilizador. Também é
preferido incluir um &éleo e uma gordura. Conjuntamente, ©
ou 0s emulsionantes com ou sem estabilizador(es) compdem a
chamada cera emulsionante, e a cera conjuntamente com o
6leo e gordura constituem & chamada base emulsionante para
pomada que forma a fase dispersa oleosa das formulacSes de

creme.

Os emulgentes e estabilizadores de emulsées
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adequados para utilizacdo na formulacdo da invengdo incluem
Tween® 60, Span® 80, 4&lcool cetoestearilico, 4alcool
benzilico, alcool miristilico, mono estearato de glicerilo

e lauril sulfato de sdédio.

A escolha de 6leos ou gorduras adequados para a
formulacdo baseia-se em obter as propriedades cosméticas
desejadas. O creme deve ser de preferéncia um produtoc nédo
oleoso, gque ndo mancha e lavavel com consisténcia adequada
para evitar que vaze de tubos ou outros recipientes. Pode
utilizar-se ésteres alquilicos mono- ou di-basicos de
cadeia linear ou ramificada tais como di-iscadipate,
estearato de 1isocetilo, diéster de propileno glicol e
dacidos gordos de coco, 4&alcool miristato de isopropilo,
oleato de decilo, palmitato de iscopropilo, estearato de
butilo, palmitato de 2-etil-hexilo ou uma mistura de
ésteres de cadeia ramificada conhecida como Crodamol CAP,
sendo o0s trés ultimos os ésteres preferidos. Estes podem
ser utilizados sdés ou em associacdo, dependendo das
propriedades necessarias. Alternativamente utiliza-se
lipidos de alto ponto de fusdo tais como parafina branca

mole e/ou parafina liquida e outros 6leos minerais.

Métodos de sintese exemplificativos. A titulo

exemplificativo e ndo limitativo, utiliza-se o©s seguintes
métodos para preparar © um ou mais compostos aqui
descritos. Os materiais de partida ou variac®es directas
dos esquemas encontram-se, e.g., nas seguintes referéncias:
patentes US 4602008, 4989694, 5001119, 5175154, 5571795,
5627270, 5681964, 5714481, 5744453, 5939545, 5939570,
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5962442, 5962443, 5994568; publicacgdes internacionais
numeros WO 9408588, WO 9508558, WO 9508559, WO 9638466, WO
9809450; e pedidos de patente europeia EP 232788, EP
430078.

Esquema 1. Os principios de sintese de compostos
de acordo com a invencdo estdo apresentados nos esquemas
adiante. Quando R** e R*® sido ambos -CHs na configuracdo B, H
nas posicdes 9 e 14 estdo na configuracdc a, o acetatc na
posicdo 3 estd na configuracdo P e H na posicdo 8 estd na
configuracdo P, o primeiro composto no esquema 1 é acetato
de DHEA. Os grupos acetato nas posigées 3, 7, 16, 17 ou
outras neste esquema e noutros esquemas agui descritos
podem independentemente ser outras unidades éster tal como
aqui descrito, e.g., ésteres em Css¢ incluindo —-C(OKCH;)g-4—
(CF3) 9-4-CF3, incluindo -C(0Q)-CFs3, -C(Q)-Cs-00 alquilo opcio-
nalmente substituido, -C(0)-CH;-Cs-;3 alcenilo opcionalmente
substituido, -C(0)-CH;-C;_»3 alcinilo opcionalmente substi-
tuido, -C(OKCH:)p-¢ fenilo substituido, ou =C(O)-(CHj)g-¢-
heterociclo opcionalmente substituido ou outras unidades
organicas tal como aqui descrito ou nas referéncias

citadas.

Os substituintes tipicos para estas unidades
orgédnicas sdoc como aqui descrito, e.g., um, dois, trés ou
mais seleccionados independentemente de -0-, =0, hidroxilo
opcionalmente protegido, -S-, tiol opcionalmente protegido,
-NH-, -NH; opcionalmente protegido, -C(0O)OH opcionalmente
protegido, -C(0O)-NH-, -C(0)-NH,, -NH,-C(0O)-H, -NH,-C(0)-

Co-qHi_y, -NH,;-C(0O)-0-Cy_4Hi-5, -CN, -NO,, -N; ou halogéneo. Os
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grupos reactivos sdo protegidos consoante necesséario, e.g.,
=0 estaria normalmente protegido na reaccdo de LiCR que &

utilizada para produzir o composto 1 no esguema 1 adiante.

Esquema 1

1. Fibromantina
o Y

Abreviaturas:
LDA = diisopropilamida de 1litio; MCPBA = &4cido m-cloroperbenzdico;
TMScl = trimetilclorossilano; DMAP = 4-dimetilaminopiridina; Dibro-

mantina = 1, 3-dibromo-4,4-dimetil-hidantoina.

R = CRA; RA = -H ou uma unidade orgdnica em C;-Cs, tal como aqui
descrita, e.g. -H, -C;-Czy alquilo opcionalmente substituido; -C;-Cy
alcenilo opcionalmente substituido; -C;—-C;, alciniloe opcionalmente
substituido; -(CH;)¢-,~feniloc opcionalmente substituido ou -(CH;)o

heterociclo opcionalmente substituido.
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Esquema 2. Os compostos de foérmula 2A séo
preparados a partir de compostos de estrutura A ilustrados
no esquema 1 utilizando os dois Ultimos passos do Esquema
1: (1) dibromantina, (2) LiBr, (3) Li-C=R, em que R é CR* e
R* & -H ou -Ci-12 alguilo opcionalmente substituido. Quando H
nas posicdes 9 e 14 estdo na configuracgdo o e H na posigdo
8 estd na configuracdo P, o primeiro compostc do Esquema 1
¢ acetato de DHEA. Os substituintes tipicos para a unidade
alguilo R*  inclui um, dois ou mais seleccionados
independentemente de -0-, =0 opcionalmente protegido,
hidroxilo opcionalmente protegido, -S-, tiol opcionalmente
protegido, -NH-, -NH; opcionalmente protegide, C(O)0OH
opcionalmente protegido, -C(0Q)-NH-, -NH,-C(0O)-H, -NH,-C(0)-

Cg-qHi-9, -NH2-C (0)0-Cg_4H:-¢, -CN, -NO;, -Nsz ou halogéneo.

Ezquema 2

Esquema 3. A bromacdo alilica em C-7 & realizada
essencialmente como ilustrado no Esquema 1. R e R s3o como

definidos nos Esquemas 1 e 2.
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' #%r H,0, acetona

Fsquema 4. A adicdo de reagente de 1litio
(acetileto de litio quando R é -CH) ao >C=0 na posicadc 17
na presenca do brometc em C-16 resulta na formacdo de
epbxido ou num rearranjo de pinacol. Alternativamente, os
compostos sem a estrutura 3 podem ser desidratados por
catdlise 4cida fraca para formar compostos de férmula 4 por
tratamento do alceno com Bry, H,O0. R e R* sdo como definidos

nos Esquemas 1 e 2.
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Esquema 5. O boro-hidreto de sdédio dé& uma mistura
de epimeros em C-7, que pode ser separada por métodos
correntes, e.g., HPLC, TLC cu cromatografia em coluna. Para
se obter o composto 7-OH puro, é realizada a bromacao
alilica seguida por hidrélise, e.g., essencialmente como

descrito nos Esquemas 1 e 3.

piridina
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Esquema 6. Os compostos de formula 6 s&o
preparados por tratamento do acetato com acetileto de litio
como nos Esquemas 1, 2, 3 cu 4. R e R* sdo como definidos

nos Esquemas 1 e 2.

Esquema 7. Os compostos de formula 7 séo
preparados a partir do 3-acetato com reagentes descritos
nos Esquemas 1 e 4. R e R* sdo como definidos nos Esquemas

1 e 2.

O
Ri‘ ¢*'%R

Esquema 8. Os compostos de férmula 8 séo

preparados a partir dos compostos de fédrmula A por reducgdo

com boro-hidreto de sédio em C-17 seguida por acetilacéo.

R* OhAs
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Esquema 9. O material de partida ¢é preparado

utilizando reacgdes descritas nos Esquemas 1 e 3.

Esquema 9

Esquema 10. A reducdo e acetilagcdo em C-3 e a
hidrélise e oxidacdo em C-17 vdo permitir que os compostos
de férmula 10a e 10b sofram funciconalizacdo tal como
ilustrado nos Esquemas 1-9 em C-3, C-1l6 e C-17. O 7-o0oxo0
acetato pode ser substituido pelc 3-acetato do composto de
formula A e funcionalizacdo em C-3, C-16 e C-17 é
conseguida analogamente para compostos 7-oxo utilizando as

reaccdes ilustradas nos esquemas 1-9.
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O tratamento de 10a com LDA, seguido pela
alguilac®Ges do enolato permite a introducdo de cadeias
laterais, gque podem ser, e.g., Ci1-Cy alquilo (metilo,
etilo), C1-Cyp alcenilo (CH,=CH-(CH:)-¢—-), benzilo, -(CH;)--4-

0-(CHy) p-4CHs5.

H
1, PhSeCt | RY =.CHR™-

Os esquemas 1-9 mostram a introducdo da funcédo
hidroxilo nas posigcdes ilustradas. Os métodos para
converter hidroxilo noutros grupos funcionais sdo
realizados essencialmente Como descrito, e.qg., nas
referéncias aqui citadas. Por exemplo, ésteres, compostos

3

de férmula 1-10c, tais como -0-C(O)-R° em que R & uma

unidade orgdnica em Ci-gy, sS80 preparados a partir do alcool
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esteroidal por tratamento com o anidrido de 4acido ou
cloreto de 4cido apropriado (R°-C(0)-Cl) para formar
gualguer éster desejado. Os éteres, tais como -0-R°, sdo
preparados a partir de 4alcoois por formagdo do alcdxido de
metal alcalino (Na' ou K') seguida por tratamento com um
iodeto primario ou secundéario (R°-1). Os tionoésteres, RY-

C(S)-0-, s&o preparados por tratamento do éster RS—C(O)—O—

com reagente de Lawesson.

Os sulfatos, NaO-S (0) (0)-0-, R@—O—S(O)(O)—O—,
e.g., CHs(CHj)g-13-3(0) (0)-0-, sdo preparados por tratamento
de &lcoois com &cido clorossulfénico seguido por NaOH ou
alternativamente por oxida¢do de sulfitos utilizando KMnO,.
Se se desejar o éster alquilico (e.g., metilico) pode
utilizar-se clorossulfonato de alquilo (clorossulfonato de
metilo). Os sulfitos HO-S(0)-0- e sais de amdénio NH,0-S (0O)-
0, ou ésteres RSO—S(O)—O— (e.qg., CH30-S (0) -0-) sdo
preparados por métodos correntes. Os sais de aménio séo
preparados por tratamento de alcoois com amoniaco e didxido
de enxofre. Os ésteres tais como ésteres alquilicos,
alcenilicos e alcinilicos (e.g., éster metilico) séao
obtidos quando &alcoois sdo tratados com clorossulfito de
alguilo (e.g., clorossulfito de metilo), clorossulfito de
alcenilo ou clorossulfito de alcinilo na presenca de uma
base adequada tal como trietilamina. Os fosfoésteres, R°O-
P (OR™) (0)-0- s&o preparados por tratamento do 4&lcool com
clorofosfato de dietilo na presenca de Na,COs.
Alternativamente, se o alcool for tratado com diésteres do

dcido fosférico na presenca de trifenilfosfina (PPhi) e
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azodicarboxilato de dietilo (DEAD) sdo formados os
correspondentes triésteres com inverséo (reaccdo de
Mitsunobu) .

Os fosfotioésteres, R%0-P (SR™) (0) -0- s&do

produzidos por tratamento de &alcoois com o andlogo monotio
de clorofosfato de dietilo tal como descrito para
fosfoésteres, dando os fosfotioésteres. Os carbonatos, R°0-
C(0)-0- sdo produzidos a partir do correspondente &lcool
esteroidal utilizando o cloroformato (Rg—C(O)—Cl), e.qg.,
cloroformatos de Ci-pp alquilo, alcenilo ou alcinilo (e.gq.
CHs (CH») y-5s—C (O)Cl) . Os carbamatos, R?—NH—C(O)—O— sdo
preparados a partir de &lcoois esteroidais por tratamento
com isocianatos (RN=C=0) ou NaOCN na presenca de é&acido
triflurorocacético. Os ésteres de aminodcidos, ZNX-CHY-C(O)-
0- sdo produzidos por condensacidc do alcool esteroidal com
o cloreto de acido do aminodcido N-protegido. A oxidacdo de
grupcs hidroxilo que estdo ligados ao nuicleo esterdide é
utilizada para obter cetonas e funcionalidades
relacionadas. Por exemplo, a conversdo de 4alcools em
cetonas pode ser feita utilizando uma variedade de agentes
oxidantes tais <como CrOs em AcOH, ou cloroformato de
piridinio, dicromato de piridinio ou cloreto de oxalilo com
trietilamina (oxidacdo de Swern). As tiocetonas (=S) séo

preparadas por tratamento de cetonas com reagente de

Lawesson (2,4-dissulfureto de 2,4-bis (4-metoxifenil) -
1,3,2,4-ditiadifosfetanc; disponivel comercialmente da
Aldrich). Os ticacetais, =-C(SR°)(SR%)-, sdo preparados a

partir de cetonas (-C(0)-) por tratamento com tidis R°-SH
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em condig¢des de catélise acida (e.g., HC1) . Os
fosfonoésteres, RO-P(OR™) (0)-, s&o produzidos por adicéo
do diéster do &4cido fosfdrico a cetonas na presenga de KF
para dar hidroxi  fosfonoésteres. Opcionalmente pode
remover-se o© grupo hidroxilo utilizando uma seguéncia de

desidratacdo e hidrogenacio.

A substitui¢do de grupos hidroxilo é utilizada
para produzir diversas funcionalidades. Por exemplo, os
tidis, =-SH, sdo preparados a partir de 4alcoois por
conversdo do &lcool com inversdo no brometo utilizando
PBr;. O tratamento do brometo com tioureia seguido por NaOH
d4 o tiol. Os tioéteres, R°-S-, sdoc preparados a partir de
tidis por tratamento com NaOH e o halogeneto necessério,
e.g., halogeneto de alguilo. Alternativamente, os derivados
de 4&lcoois tais como tosilatos ou mesilatos podem ser
deslocados por anides tioclato, R%-S7, para dar o tioéter.
Os tioéteres, R-C(0)-8-, sdo preparados por tratamento do
tosilato (mesilato) do 4&lcool com o sal de s6dic do

ticédcido.

A substituicdo de grupos hidroxilo pode ser
utilizada para produzir tanto ésteres, R°0-C(0)-, como
amidas, NHR?—C(O)—, ligados ao esterdide em A4tomos de
carbono. Para amidas e aminas, R" é -H, um grupo protector
ou uma unidade organica em C;-sp. Estas sdo sintetizadas a
partir do brometo esteroidal com inversdoc por deslocamento
com NaCN. O grupo cianeto pode ser hidrolisado a amida ou

ao acido. O 4acido é esterificado ou tratado por reaccbes de
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acoplamento peptidico correntes com um aminodcido O-
protegido na presenca de agentes activadores de carboxilo
adequados tais como diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) para
formar esterdide-C(0)-NH-CHY-C(O)-OR, em que Y é a cadeia
lateral de um aminodcido ou uma unidade orgénica em C;-C-y e
R & um grupo protector (ou hidrogénio guando desprotegido).

As aminas e derivados de aminas, e.g., R°NH-, R°-
C(0)NH-, ROC(0)-NH- ou R°0-C(0)-CHR®-NH- ligados aos &tomos
de carbono do ester6ide, sdo tipicamente preparados por
métodos correntes. Por exemplo, as aminas (NH;-esterdide)
sdo geralmente preparadas utilizando © rearranjo de
Hoffmann (Br;, NaCH) a partir da amida (NH,-C(0O)-esterdide)
ou o rearranjo de Curtius (NaN:) a partir do cloreto de
4dcido do esterdide. O substituinte R” pode subsequentemente
ser introduzido por alquilacgdo. Os &lcoois esteroidais
podem ser utilizados como materiais de partida em condic¢des
de Mitsunobu correntes (PPhs, DEAD) para dar N-Boc
sulfonamidas utilizando N- (t-butoxicarbonil)-p-toluenossul-
fonamida. Pode remover-se selectivamente ambos 0S8 grupos
protectores. O tratamento com acido trifluorcacético da a
sulfonamida (R-S(0) (0)-NH-esterdide). Alternativamente, o
naftalenido de sédio sofre desproteccido para dar o composto
N-Boc. As aminas (NH,-esterdide) podem ser convertidas em
amidas (R'NH-C(0)-esterdide) utilizando cloretos de acilo
(R*-C(0)-Cl). O tratamento com cloroformato de etilo d& o
N-carbamato (R°0-C(0)-NH-esterdide). A amina (NH,—este-
réide) pode ser alquilada com um ¢-bromoéster (R¥-C (0) -CcHY-
NH,) para dar o esterbide substituido com o aminoacido (R°-

0-C (0)-CHY-NH-esterdide) .
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Quando reacgdes como as substituicgdes dido uma
mistura de produtos, o) intermediério desejado é
opcionalmente separado de outros produtos ou pelc menos
parcialmente enriquecido (e.g., enriquecido pelo menos
cerca de 10 vezes, normalmente pelo menos cerca de 50-100
vezes) em relacdoc a outros produtos antes de serem
realizadas reacc¢des subseguentes. A substituicdo nos &tomos
de carbono do esterdide vdo geralmente decorrer com a
maxima eficiéncia na posicdo 3, que estd relativamente
estereoquimicamente desobstruida e a posicido C-17 esté
geralmente um tanto mencs acessivel do que a posicdo C-3.
As reactividades relativas das posigdes C-3, C-7, C-17 e C-
16 permite utilizar as suas reactividades para controlar a
introducdo seguencial de diferentes grupos funcionais na
mesma molécula de esterdide. Além disso, grupos como
hidroxilo em posi¢des mais reactivas, C-3 ou C-17, podem
ser sequencialmente protegidos ou desprotegidos para
permitir a introducdc de grupos funcionais noutras
posicdes, tais como C-7 ou C-16. Polimeros tais como PEG
sdo ligados aos compostos essencialmente tal como descrito
acima. Por exemplo, PEG 200 ou PEG 300 ¢é ligado ao
esterdide nas posigdes 3, 7, 16, 17 ou outras por uma
ligacdo éter (PEG-O-esterdide) utilizando um alcdxido de
PEG (PEG-ONa), para deslocar o Dbrometo do esterdide.
Alternativamente, o PEG-Br pode ser tratado com o alcdxido
do esterdide. Os éteres de polietileno glicol tais como os
descritos na patente U.S. 56819064 também podem ser

preparados utilizando um composto de férmula 1 adequado e
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os métodos ai descritos. Monossacaridos ou polissacaridos e
oligonucledtidos sdo ligados aos grupos hidroxilo dos
esterdides utilizando métodos conhecidos, ver e.g., patente

U.S. 5627270.

Esquema 11. Os compostos de férmula 1 ou 2 que
contém uma unidade orgénica que estd ligada a posicdo 1 séo
preparados essencialmente como a seguir. A reaccdo de
bromacdo alilica para produzir 11 pode utilizar qualquer
reagente adequado, e.g., N-bromossuccinimida ("NBS") para
dar o derivado 1l-bromo. Este intermedidrio & tratado com
zinco para dar o derivado alquilado 12. As moléculas
organicas sé&c introduzidas na posicdo 1 wutilizando um
reagente correspondente, e.g. e.g., (R%)QCULi, em que R* &
uma unidade orgidnica em C;-Cys que pode compreender 1, 2, 3,
4 ou mais substituintes, e.g., -0-, -S-, -NH-, -OR'%,
cetona protegida (e.g., etileno cetal), -SR™ ou -N(R™),.
Noutras formas de realizacdo, R’® é R'. Assim, gquando R &
metilo, um grupo metilc é dintroduzido na posigdo 1, ou
guando R é -CH.,-OR®, o grupo -CH,-OR™ ¢ introduzido na
posicdo 1. O composto 12 & convertido no derivado 17-
hidroxilado 13 por hidrblise utilizando métodos correntes,
e.g., tratamento com carbonato de sédio em metanol. O
composto 15 & convertido no derivade 17-hidroxiladc por
reducdo da cetona, e.g., utilizando LiBH;s ou NaBH; em
etancl ou por hidrogenacdo catalitica com H;/Ni, H:/Pt ou
H;/Pd. A hidrogenacdo catalitica também wvai resultar na

reducdo da ligacdo dupla em 12, 13, 14 ou 15.
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Alternativamente, obtém-se um hidroxiloc nas posicgdes 3 e 17
por reducdo da cetona no composto 12 e remocdo do grupo

acetato ou por reducdo directa da 3-cetona no composto 13.
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Esquema 12. Os compostos de férmula 1 ou 2 que
cont&m um hidroxilo ou éter que estd ligado a posicdo 1 sdo
preparados essencialmente como se segue. Um hidroxilo é
introduzido na posicdo 1 por oxidacdo de um material de
partida adequado utilizando perdxido de hidrogénio alcalino
para obter o epdxido 1l6. O composto 16 & convertido no
derivado l-hidroxilado por tratamento, e.g., com excesso de
litio metdlico e excesso de cloreto de amdénio em NH,-THF
(1:1) a refluxo para dar 17. O grupo cetal & hidrolisado
para dar a cetona 17. O grupo hidroxilo em 1 &
opcionalmente adicionalmente convertido noutras unidades

essencialmente como descrito acima.

Esquema 12

Esquema 13. Os compostos de férmula 1 ou 2 que
contém uma unidade organica que estéd ligada a posicdo 2 séo
preparados essencialmente como a seguir. As unidades
orgadnicas sdo introduzidas na posicdo 2 utilizando um
reagente correspondente, e.qg., (RyUQCuLi, em que R* ¢ uma
unidade orgénica em C;-Czs que pode compreender 1, 2, 3, 4
ou mais substituintes, e.g., -0-, -S-, -NH-, -OR™®, cetona

protegida (e.g., etileno cetal), -SR™ ou -N(R™®),. Noutras
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formas de realizacdo, R’? & R’. Assim, quando R’ & metilo,
um grupo metilc é introduzido na posicdo 2, ou quando R &
-CH,-OR™, o grupo -CH;-OR™ é introduzido na posicdo 2. O
material de partida 18§ é testosterona quando R™ e R” séo
ambos metilo. © composto 18 ¢é algquiladeo utilizando um
agente alquilante tal como o iodeto R*°I na presenca de uma
base forte como diisopropilamida de 1litio ("LDA"), n-butil
litio, t-pentéxido de sédio ou (CuHs)sNi para dar R*® ligado
ao esterbdide nas configuracdes a e P. O grupo 2Bp-R* &
epimerizado a configuracdo 2 utilizando uma base forte,
e.g., um alcoxido de sddio tal como metdxido de sddio num
dlcool tal como metanol. Alternativamente o0s dols epimeros

sdo pelo menos substancialmente separados por métodos

correntes.

Esquema 13

Outros compostos de férmula 1 e 2 sdo preparados
utilizando métodos semelhantes e.g. aos aqui descritos ou

nas referéncias citadas.

Os seguintes exemplos de referéncia ilustram

adicionalmente a invencéio.
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Exemplo de referéncia 1. Doseamento da actividade
de AR. Uma fung¢ido bioldgica do AR é actuar como um factor
de transcricdo, que pode modular a transcricido de genes
alvo. AED, b5a-di-hidrotestosterona (DHT), 17P-estradiol
(E2) e progesterona foram comprados a Sigma. Os esterdides
derivatizados com etinilo foram adquiridos a Steraloids. O
plasmideo de AR de tipo selvagem pSGb (pSGH) e virus de
tumor de mamifero de  murganho (MMTV) -cloranfenicol
acetiltransferase (CAT) foram construidos como descrito
(6). Os numeros entre parénteses, e.g., (6) na frase
anterior, referem-se as referéncias listadas na seccdo de
referéncias adiante. Outros compostos esterdides foram
sintetizados wutilizando ©protocolos correntes e outros
estavam descritos (19, 20). A linha celular de cancro da
préstata humano, PC-3, e a linha celular de cancro da mama
humano, MCF-7, foram mantidas em meio Eagle de Dulbecco
modificado (DMEM) contendo 10% de soro fetal de vitelo. A
transfeccdo de ADN e doseamentos de CAT foram realizados
essencialmente como descrito (4, 6, 7). Resumidamente, 4 x
10° células foram aplicadas em placas de 60 mm 24 h antes
da transfeccdo e o meio foi mudado para DMEM (sem vermelho
de fenol) com 10% de soro fetal de wvitelo tratado com
carvdo activado 1 hora antes da transfeccgido. As células
foram transfectadas utilizando o método de precipitacdo com
fosfato de célcio. A quantidade total de AND foi ajustada
para 8,5 g com pSG5 em cada ensaio de transfeccgdo. Apds a
transfeccdo das células durante 24 horas, removeu-se o meio
de transfeccdo, adicionou-se DMEM fresco e adicionou-se os
esterdides. As células foram entdc incubadas em DMEM com

esterdides durante 24 horas. Apds a incubacédo, as células
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foram colhidas e os extractos das células totais foram
utilizados para o doseamento de CAT. A eficiéncia da
transfeccdo foi normalizada por cotransfeccdo com um vector
de P-galactosidase, gque actuou como um controlo interno. A
actividade enzimatica de CAT foi quantificada por
PhosphorImager de acordo com as instrucdes do fabricante

(Molecular Dynamics).

nimero do
composto de nome do composto de referéncia
referéncia
0 T-oxo—desidroepiandrostercna
1 170-etinil-17B-hidroxi-4-estreno-3-ona
2 170-etinil-17B-hidroxi-4-estreno-3-ona
3 170~etinil-17p-hidroxi-5(10) -estreno-3-ona
4 1,3,5(10) -estratrieno-17a-etinil-3p, 17f-diol
5 androst-5-ona-3f, 11p, 17p-triol
6 170~etinil-androst-5-eno-3p, 17p-diol
7 170~etinil-17B-hidroxi-4-androsten-3-ona
8 3B, 17p-di-hidroxi-androst-5-en-16-ona
9 3B, 17p-dihidroxi-androst-4-eno
10 3p-metilcarbonato-androst-5-eno-7, 17-diona
11 3B, 17p-di-hidroxi-androst-5-eno-11-ona
13 3B, 17B-diacetoxi-androst-5-eno-Ta, 17p-diol
14 3B, 17B-diacetoxi-androst-5-eno-7-ona
15 3B-metoxi-17p-hidroxi-androst-5-en-7-ona
16 3p-metoxi-androst-5-eno-2,17B-diol
17 17B-metoxi-androst-3, 5-dieno-7-ona
18 acido 17-metil-marriandlico
19 17B-hidroxi-androsta-3, 5-dieno-7-ona
21 Sa-androstano-3a, 17f-diol
22 7-oxo-androsteno-3f, 17p-diol
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composto de referéncia 4

composto de referéncia 6

composto de referéncia 8

composto de referéncia 10

Exemplo 2. Actividade de transcricdo mediada por

inducdo de AR. Os compostos esterbides foram rastreados
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guanto a sua aptiddo para induzir a actividade de
transcricdo de AR na linha celular PC-3 negativa a AR. Os
resultados do doseamento de CAT foram obtidos por co-
transfeccdo transitdéria de plasmideo de AR e um plasmideo
reporter (MMTVCAT) contendo o gene CAT ligado ac elemento
de resposta a androgénios (ARE). Apds a transfeccdo, as
células foram tratadas com varios derivados de DHEA a 1000,
10 e 0,1 nM. Tal como ilustrado na figura 1, os compostos
de referéncia 0, 4, 5, ¢, 8, 10, 13, 15, 16, 18 e 22 tinham
pouca actividade androgénica mas induziram um nivel baixo
de transactivacdo do gene CAT mediada por AR. O AED
(composto de referéncia 21) tinha cerca da mesma capacidade
gue a DHT para estimular a transcrig¢do do gene CAT mediada

por AR.

Exemplo 3. Identificacdo da actividade anti-diol
de esterdides com efeitos androgénicos baixos. Varios
compostos foram rastreados quanto a sua capacidade para
modular os efeitos da AED sobre a activacdo mediada por AR
da transcrigcido de genes em células PC-3. As estruturas
guimicas dos compostos de referéncia 4, 6, 8 e 10 estédo
apresentadas na figura 2A. As células PC-3 foram co-
transfectadas com pSGS e o vector repbdérter MMIV-CAT na
presenca de 50 nM de AED e cada composto numa concentracdo
de 10, 100 ou 1000 nM. Tal como ilustrado na figura 2B, o0s
compostos de referéncia 4, 6, 8 e 10 antagonizaram a
actividade de transcricdo de AR mediada por AED. Em
concentracdes de 0,1 M e 1 M, os compostos de referéncia 4

e 6 suprimiram a transactivacdo de AR induzida por AED para
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menos de 30%. Os compostos de referéncia 0, 5, 13, 15, 18 e
22 apresentam activacdo da actividade de transcricido de AR

mediada por AED ou ndo tém efeito.

Exemplo 4. Identificacdo de efeitos anti-DHT de
esterdides. Os compostos de referéncia 4, 6, 8 e 10 foram
examinados para determinar se estes antagonistas de AED
tinham a capacidade de reprimir a transactivacdo de AR
induzida por DHT. As células PC-3 foram co-transfectadas
com pSG5 e o plasmideo repdbrter MMTV-CAT na presenca de 1
nM de DHT e cada composto de referéncia a 10, 100 ou 1000
nM. O composto de referéncia 4 reprimiu a transactivacdo de

AR induzida por DHT para menos de 40% a 1 pM (figura 3).

Exemplo 5. Supressdo da actividade de transcrigdo
de AR induzida por AED na presenca de HF. Para imitar a
patologia in vivo de bloqueio androgénico total em doentes
com cancro da préstata, os compostos 4, 6, 8 e 10 foram
examinados quanto a sua capacidade para antagonizar a
transactivacdo de AR induzida por AED na presenca de HF. Na
presenca de 1 pM de HF, 50 nM de AED, e cada composto a
g,01, 0,1 ou 1 uM, células PC-3 foram tansfectadas
transitoriamente com pSG5 e o plasmideo repdrter MMTV-CAT.
Tal como ilustrado na figura 4, o HF suprimiu a actividade
de transcricdo de AR mediada por AED em cerca de 40%. Os
compostos testados diminuiram a actividade de transcrigdo

de AR mediada por AED em cerca de 75%.

Exemplo 6. Especificidade da actividade hormonal
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esterdide dos metabolitos de DHEA (No. 4, 6, 8 & 10). A
linha celular MCF-7 positiva a receptores de estrogénios
(ER) foi transfectada com um plasmideo repdrter de CAT
contendo um elemento de resposta a estrogénios ligado ao
gene CAT. Células PC-3 foram transfectadas com repdrter
MMTV-CAT e receptor de progesterona (PR) ou receptor de
glucocorticéides (GR) para testar a especificidade da
actividade hormonal esterdide dos compostos de referéncia
4, 6, 8 e 10. Todos os 4 compostos de referéncia tinham
alguma actividade estrogénica e sb o composto de referéncia
4, que tem um grupo l7a-etinilo, mostra alguma actividade
de PR fraca. Nenhum destes quatro compostos de referéncia

apresentou qualquer actividade de GR.

Lisboa, 27 de Abril de 2011
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REIVINDICACOES

1. Utilizacédo de um composto, em que

(a) o composto é lJo-etinilandrost-5-eno-3p, 7B, 17p-
triol (composto 1.2.1.3), que tem a estrutura
{H

oIS

CRy

(b) o composto ¢é androst-5-eno-3a,7B,16a, 17p-tetrol

(composto 2.2.6.1), que tem a estrutura

™
ou
(c) o composto & 17a-etinilandrostano-3a, 17f—diol
(composto 2.1.1.3), que tem a estrutura
Chy £H
' ]
b \
HOY =1
) .
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2. Utilizacdo de acordo com a reivindicacéo

em que o composto tem a estrutura

(composto 1.2.1.3).

3. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo

em que o composto tem a estrutura

(composto 2.2.6.1).

4. Utilizacdo de acordo com a reivindicacéo

em que o composto tem a estrutura

P eadmsatad
o am——

(composto 2.1.1.3).
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5. Utilizacdo de um composto para a preparacdo
de um medicamento para o tratamento de hiperplasia benigna

da préstata, cancro da préstata ou cancro da mama, em que

(a) o composto tem a estrutura

(composto 1.2.1.3),

(b) o composto tem a estrutura

o
o (composto 2.2.6.1) .

ou

(c) o composto tem a estrutura

(composto 2.1.1.3).
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6. Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 5 em

que © composto tem a estrutura

(composto 2.1.1.3).

7. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 6
em que o medicamento é para o tratamento de hiperplasia

benigna da proéstata.
8. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 6 em
gue © medicamento €& para o tratamento de cancro da

préstata.

9. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 6 em

gue © medicamento é para o tratamento de cancro da mama.

10. Composto de estrutura

(composto 1.2.1.3),
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ou

(composto 2.2.6.1).

11. Composto de acordo com a reivindicacdo 10 em

gue O composto tem a estrutura

(composto 1.2.1.3).

12. Composto de acordo com a reivindicacdo 10 em

gue O composto tem a estrutura

(composto 2.2.6.1).

13. Composto de acordo com a reivindicacgdo 11 ou

12 em que o composto & um pd ou granulos.
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14. Formulacgdo compreendendo um ou mais exci-

pientes e um composto em que o composto tem a estrutura

(a)

(composto 1.2.1.3),

(composto 2.2.6.1),

ou

(composto 2.1.1.3).

15. Formulacgido de acordo com a reivindicacdo 14

em que o composto tem a estrutura
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(composto 1.2.1.3).

l6¢. Formulacido de acordo com & reivindicacgéo

em que o composto tem a estrutura

(composto 2.2.6.1).

17. Formulagdo de acordo com a reivindicacgdo

em que o composto tem a estrutura

(composto 2.1.1.3).

Lisboca, 27 de Abril de 2011

14

14
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