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RESUMO

“DERIVADOS RETINOIDES COM ACTIVIDADES ANTI-ANGIOGENICA,
ANTI-TUMORAL E PRO-APOPTOTICA”

A  invengdo diz respeito a compostos de fdérmula
estrutural (I), em gue os simboclos R, R, R/, A e D
possuem as significacbes definidas no texto, como agentes
Uteis para a cura de patologlas caracterizadas por

angiogénese alterada e como agentes anti-tumorais.



DESCRICAO

“DERIVADOS RETINOIDES COM ACTIVIDADES ANTI-ANGIOGENICA,
ANTI-TUMORAL E PRO-APOPTOTICA”

A  presente invencdo diz respeito a derivados
retindides, o0s gquais possuem actividades antitumoral, anti-
angiogénica, pré-apoptdtica e anti-inflamatdria, que

satisfazem a férmula estrutural (I)

{1

en que:

o simbolo R representa cicloalquilo, adamantilo em que
pelo menos um dos grupos CH pode ser substituide com C-
halogéneo ou C-alquilo e um dos grupos CH, pode ser
substituido por O, S, CH-halogéneo, CH-arilo, CH-
heteroarilo, CH-arilalguilo, CH-heteroarilalquilo, CH-
amino;

o simbolo R’ representa OR”’, OCOR”’, COR';

o grupo R'-D representa O-(CH;)n-0; em que o simbolo n
= 1-3;

o simbolo D representa H, OH, O-alquilo, (CH;)n-NHg,
(CH;)n-NH-alquilo, (CH;)n-OH, em que o simbolo n = 1-4;

o simbolo R" representa tetrazol, SOsH, NHSOsH, CHO,
COOH, CO0-alquilo, CONHOH, CONH-arilo, CONH-CgH;OH, CH,OR"’;

POsH;; CO(CH;)n-arilo, em gue o simbolo n = 0-4;



o) simbolo R"! representa H, alquilo, arilo,
arilalquilo, heteroarilo, hetercarilalquilc, SOsH, D- ou L-
glicosilo o ou [;

o simbolo R' representa H, OH, OR”’;

o simbolo [A] representa [C(R',R"1-Cc(@®R",R" ) n,

[C(R™)=C(R")In, [C=Cln, em que o simbolo n = 0-3;

VII VIII

os simbolos RY, R, R e R representam H, alquilo,
halogéneo, OH, OR"”’, NO;, NH;, arilo, -0-, -CHz;—, CXp— (em
gque o simbolo X representa halogéneo), -CH(R"')-;

¥ ¢ R* representam H, OH, halogéneo,

os simbolos R
alquilo, arilo, CN, NOz, COOR"’.

A vitamina A e 0s seus derivados biologicamente
activos, retinal e Acido retindico, desempenham um papel
importante na visdo, sd0 necessarios para © sistema
reprodutor, actuam como agentes morfogénicos durante o
crescimento embridnico e regulam o crescimento e a
diferenciagdo de diversos tipos de c¢élulas na base do
crescimento de um organismo [M. Sporn, A. Roberts, D.
Goodman, The Retinoids, Raven Press, New York 1994], A
accdo bioldégica do acido retindico e dos seus derivados é
mediada pela interacgdo com receptores nucleares dJue
pertencem a duas familias: a primeira designada por RAR
(receptor de 4cido retindico) e a segunda designada por RXR

(receptor X retindide) [P. Chambon, FASEB J., 1996, 10,

940-54]. Cada familia estd dividida em 3 subtipos («, B, 7)
codificados por trés genes diferentes.

Todos os acidos trans-retindicos (ATAR) se ligam a RAR
e RXR, ao passo que o 9-cis-RA apenas se liga a RXR.

Os retindides, quer sejam andlogos de vitamina A
naturais quer sintéticos, exercem uma grande influéncia

sobre a proliferagao, diferenciag¢do e apoptose celulares:



estas propriedades sdo bastante utilizadas nc controlo de
patologias tumorais e dermatoldgicas e em patologias
associadas a uma angiogénese modificada.

A angiogénese num adulto estd normalmente quiescente,
mas representa uma fun¢do normal, por exemplo, na
cicatrizacdo de feridas ou na reconstrucdo do endométrio
durante o ciclo reprodutivo feminino.

A resposta angiogénica ¢é estimulada fisiologicamente
guando as fungdes wvasculares sio reduzidas e quando a
perfusdo tecidual é inadequada.

De um modo geral, ¢ possivel reivindicar que, emn
condic¢des fisiocldgicas, a anglogénese constitui uma
resposta positiva para uma perfusdo inadequada ou para um
fornecimento reduzido de oxigénio e de nutrientes, tal como
a Jque ocorre, por exemplo, no caso da oclusao de uma
artéria, em situacdes de crescimento de massa de tecidos
(por exemplo, a neovascularizag¢do associada a formagdo de
tecido muscular) e no caso de um aumento da carga associado
a uma necessidade suplementar de oxigénio e de nutrientes.

No decurso de isquemia local, devido a oclusdo parcial
ou total de uma artéria, € necessario o desenvolvimento de
vasos colaterais para se manter a perfusdo.

Sabe-se que o crescimento de um tumor primario é
favorecido por uma boa vascularizagao do tecido tumoral. Um
fornecimento adequado de oxigénio e de nutrientes promove ©
crescimento rdpido do proéprio tumor.

Foi Jj& demonstrado que ¢ grau de angiogénese pode
constituir um factor extremamente negativo no prognéstico
de neoplasmas (van Hinsbergh VW, Collen A, Koolwijk P; Ann.
Oncol., 10 Suppl., 4: 60-3, 1999; Buolamwini JK; Curr.,
Opin., Chem., Biol., 3 (4): 500-9, Ago. de 1999).



Sabe-se também que um estado fundamental na biologia
da célula tumoral ¢ a aquisicdo de capacidade de
metastizacgao.

As células tumorais gque metastizam s&oc capazes de
perderem a adesdo as estruturas vizinhas, invadirem a
corrente sanguinea e o0s vasos linfaticos e colonizarem
outros tecidos a distéancia, onde podem continuar a
reproduzir-se.

As metistases também constituem um evento critico na
histdéria clinica da doenga, sendo a causa principal de
morte devido ao cancro. Estdo bastante associadas e séao
facilitadas pela presenca de tecido vascular no local do
tumor ou em areas adjacentes.

A migracdo de células tumorails ao longo das estruturas
adjacentes permite as células atingirem os vasos sanguineos
intra-tumorais, quer sejam preexistentes quer sejam
formados por neo-angiogénese, e assim alcangarem a corrente
sanguinea (Ray JM., Stetler-Stevenson WG; FEur. Respir. J.,
7 (11): 2062-72, 1994; Stetler-Stevenson WG, Liotta LA,
Kleiner DE Jr; FASEBJ., 7 (15): 1434-41, Dez. de 1993).

A presenga de comunicacgdo entre os vasos linfaticos e
sanguineos na regido vascular do tumor permite as células
neoplasicas se moverem em ambos 0s sistemas vasculares.

Estudos recentes demonstraram uma relacdo directa
entre a angiogénese e a doenca artritica (Koch AE;
Arthritis and Rheumatism 41: 951-962,1998). Em particular,
foi demonstrado que a neovascularizacdo das cartilagens
articulares desempenha um papel crucial na formag¢do de pano
e na progressdo de artrite. Uma cartilagem normal ndo

possul vasos sanguineos, ao passo que o fluido sinovial de



pacientes artriticos contém um factor estimulador de
angiogénese produzido pelas células endoteliais (EASF).

A presenca deste factor esta associada a
vascularizacdo e a degradacdo da cartilagem.

H4 outras doengas que também estdo associadas a
angiogénese.

Concluiu-se que a neovascularizagdo dos tecidos
afectados ¢ um factor facilitador em retinopatia diabética
[Histol Histopathol, Out. de 1999; 14 (4): 1287-94],
psoriase [Br. J. Dermatol., Dez. de 1999; 141 (6): 1054-
60], inflamacdoc e aterosclerose crdénicas [Planta Med., Dez.
de 1998; 64 (8): 686-95].

O controlo da neovascularizac¢do constitui assim um dos
elementos basicos para o controlo e para a cura destas
doenc¢as.

Sdo Jja conhecidos retindides tUteis para o tratamento
de cancro ou que possuem actividade anti-angiogénica.

Um composto que pertence & Ultima geracdo de
retindides, CD437 (Cancer Research, 2002; 62 (8), 2430-6;
Blood, 2000; 95, 2672-82; Leukemia, 1999, 13, 739-49;
Cancer Letters, 1999, 137, 217-2) ¢é selectivo para RARY,
inibe o crescimento de células e induz a apoptose em linhas
celulares do carcinoma da mama, melanoma e carcinoma
cervical, incluindo as resistentes a ATRA, com um mecanismo
independente da ligag¢do ao receptor (WO 9703682; J. Med.
Chem. 1995, 38, 4993-5006). Tanto o CD437 como outros
derivados, tais como o derivado cis de TINPB (ac. Benzoato
de tetrametil-tetra-hidro-naftalenil-propenilo), actuamn
condutores para o desenvolvimento de novos agentes para a

indugdo de apoptose.



Em paralelo, alguns retindides, obtidos através de
sintese, tais como TAC-101 [Clin. Cancer Res. 1999, 5,
2304-10] ou seus derivados, tais como RE-80, AM-580 ou Am-
80 [Eur. J. Pharmacol. 1993, 249, 113-6], demonstraram
propriedades anti-angiogénicas.

Apesar do progresso dos Ultimos anos, a pesquisa
farmacoldgica respeitante a  novos farmacos para o©
tratamento de doencas tumorais e de doencas caracterizadas
por angiogénese anormal, ainda ¢é considerada por muitos
especialistas na matéria de medicina como uma das Aareas
mais promissoras.

De facto, até a data, sabe-se que existe ainda uma
necessidade de novos compostos capazes de bloquear ou de
interferir com as doencas tumorais e com doeng¢as provocadas
por angiogénese anormal. Conforme referido antes, estas
doencgas incluem tumores, metastases tumorais, inflamacédo
crénica, doencas artriticas, retinopatia diabética,
pscriase, inflamacdo crénica e aterosclerose.

Concluiu-se agora surpreendentemente que 0s compostos
que satisfazem a foérmula estrutural (I) possuem actividades
anti-tumoral, prd-apoptdtica e anti-angiogénica.

Os compostos de férmula estrutural (I) de acordo com a
presente inven¢do ndo foram ainda descritos.

Os compostos que satisfazem a férmula estrutural (I)
constituem assim o objecto da presente invencao.

Constitui wum outro objecto da presente invengao,
compostos que satisfazem a férmula estrutural (I) e um
processo para a sua preparacao.

Constitui um outro objecto da presente invencdo, uma

composigido farmacéutica que contém enguanto ingrediente



activo um composto de fdérmula estrutural (I) e pelo menos
um excipiente e/ou diluente farmaceuticamente aceitédveis.

Constitui um outro objecto da presente inveng¢ao, a
utilizacdo de um composto de fdérmula estrutural (I) para a
preparagdo de um medicamento para o0 tratamentc de
patologias associadas a angiogénese alterada, em gque a
patologia ¢é seleccionada entre o conjunto constituido por
patologia artritica, tumores, metastases, retinopatia
diabética, psoriase, doenca inflamatdéria crdénica e
aterosclerose.

De acordo com um outro objecto, a invencdo diz
respeito a utilizacdo de um composto de férmula estrutural
(I) para a preparagdo de um medicamento para o tratamento
de tumores, em que a actividade anti-tumoral possul uma
natureza citotdxica e/ou uma natureza apoptdtica e/ou uma
natureza anti-angiogénica; em que o tumor é seleccionado
entre o conjunto constituide por sarcoma, carcinoma,
carcindide, tumor ésseo, tumor neuro—enddcrino, leucemia
linféide, leucemia mieldide, leucemia monocitica, leucemia
megacariocitica, leucemia promielocitica aguda ou doenca de
Hodgkin.

De acordo com um outro objecto, a invengcdo diz
respeito a utilizacdo de um composto de férmula estrutural
(I) para a preparacao de um medicamento util para a
prevencdo e para o tratamento de metédstases tumorais.

Tal como referido antes, o crescimento de um tumor
primario é facilitado por uma boa vascularizacdo do tecido
tumoral e da extensdo de neo-angiogénese pode constituir um
factor bastante adverso para o progndéstico de neoplasmas.

Um fornecimento adequado de oxigénio e de nutrientes no



local do tumor facilita, de facto, o crescimento rapido do
préprio tumor.

Sabe-se que muitos agentes anti-tumorais disponiveis
para os médicos ndo sdo ainda capazes de prevenir a morte
devido a estas doencas de muitos pacientes. Sabe-se também
que a maior parte dos pacientes oncoldgicos ndo sdo tratados
com um farmaco anti-cancro individual, mas sim com uma
combinacdo de diversos agentes anti-cancro. A necessidade
de se administrar farmacos anti-cancro em combinagido é
devido ao factoc de se actuar em niveis metabdlicos
diferentes em alguns casos, tal favorece a remissdo
completa do tumor, ao passo gque em outros casos aumenta a
vida do paciente e/ou melhora a gqualidade de vida dos
pacientes tratados.

Até a data, mantém-se ainda a necessidade de novos
compostos utilizdveis em combinagdo com compostos anti-
tumor conhecidos.

Os compostos de acordo com a presente invengao podem
ser utilizados em combinag¢do com um ou varios farmacos
anti-cancro.

Constitui um outro objecto da presente invengdo, uma
combinagdo de um ou varios compostos de fdérmula estrutural
(I) com um ou varios farmacos anti-cancro conhecidos, na
qual o farmaco anti-cancro € seleccionado entre o conjunto
constituido por agentes alquilantes, inibidores de
topoisomerase, agentes antitubulina, compostos intercalantes,
anti-metabolitos, produtos naturais, tais como alcaldides
de vinca, epipodofilotoxinas, antibioéticos, enzimas,
taxanos, compostos cito-diferenciadores, inibidores de
fosfotirosina-cinase, tais como Iressa ou Glivec, TRAIL

(ligando indutor de apoptose associada ac factor de necrose



tumoral), agonistas dos receptores de DR4 ou de DR5S (locais
de TRAIL), compostos para terapia anti-tumoral imunoldgica,
vacinas anti-tumorais ou interferdo o, [, V.

Constitui um outro objecto da presente invencdo, uma
composigdo farmacoldgica que compreende a combinacgdo de um
ou varios compostos de fdérmula estrutural (I) com um ou
varios farmacos anti-cancro conhecidos, e um ou varios
excipientes ou veiculos farmaceuticamente aceitaveis.

Constitui um outro objecto da presente invencdo, a
utilizacdo de um ou varios compostos de foérmula estrutural
(I) com um ou varios agentes anti-cancro conhecidos para a
preparac¢do de um medicamento para o tratamento de tumores.

Constitui um outro objecto da presente invencdo, a
utilizacdo de um ou varios compostos de férmula estrutural
(I) com um ou varios agentes anti-cancro conhecidos para a
prepara¢do de um medicamento para o tratamento de tumores,
caracterizada pelo facto de o composto de fdrmula
estrutural (I) estar presente como coadijuvante do féarmaco
anti-cancro.

Os exemplos seguintes ilustram a invencao.

PROCEDIMENTO GERAL DE SINTESE

Os compostos de férmula  estrutural (I) foram
preparados por meio da reacgdo de um composto de fdrmula

estrutural (II)



{1n)

em que os simbolos R, R’ e D possuem as significagdes
definidas na fdérmula estrutural (I), e o simbclo X
representa halogéneo, com Aacido 4-formilbordnico, numa
reacgdo de Miyaura-Suzuki (Chem. Rev., 1995, 95, 2457-83),

para se obter um aldeido de férmula estrutural (III).
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Os compostos de fdérmula estrutural (III), em gue OS
simboclos R, R’ e D possuem as significagdes definidas
antes, reagem de acordo com métodos bem conhecidos, o0s
guais se encontram descritos na literatura [v.g., reacc¢do
de Wittig (Org. Reactions, Vol. 14), Wadsworth-Horner-
Emmons (Org. Reactions, vol. 25), Knoevenagel (Org.
Reactions, Vol. 15), Henry (Houben-Weyl, Methoden der
organischen Chemie, Vol. 10/1, pag. 250), Darzens (Org.
Reactions, Vol. 5), etc.] para se obter os compostos de
férmula estrutural (I), em que o simbclo [A] representa

C(rR", R =C(R™,R"), e os simbolos R, R", R e R
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representam H, alquilo, halogéneo, OH, OR”', WNO;, NHg,
arilo, -0-, ou em que o simbolo [A] representa C=C.

Em alternativa, os compostos de fdérmula estrutural (I)
podem ser preparados a partir de compostos de fdrmula
estrutural (II) por meio da reacgdao de Miyaura-Suzuki
(Chem. Rev., 1995,95, 2457-83) com um A&cido bordnico de

férmula estrutural (IV)

(v}

em gue os simbolos A e R” possuem as significacdes
definidas antes.

Em alternativa, os compostos de fdrmula estrutural
(I), em que o simbolo [A] representa C(R',R"")=C(R", R
ou C=C, podem ser preparados a partir de compostos de

formula estrutural (V)

em que os simbolos R, R’ e D possuem as significagdes
definidas antes, o simbolo X representa halogéneo, por meio

de métodos conhecidos, por exemplo, através das reacgdes
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descritas por Heck (Org. Reactions, Vol. 27) com alcenos ou
alcinos substituidos na presenca de catalisadores metéalicos
ou organo-metalicos.

Em alternativa, os compostos de fdérmula estrutural
(I), em que o simbolo [A] representa C(RY,R"")=Cc(R", R
ou C=C, podem ser preparados a partir de compostos de
férmula estrutural (I), em que os simbolos R e D representa
H e o simbolo R’ possul as significacdes definidas antes,
por meio de reacgdes de alguilagdo com alcoois, v.g.,
adamantano-1-0l, l-metil-1-ciclo-hexanol, terc-butanol,
etc., na presenca de &acido sulfurico ou de outros &acidos
como catalisadores, v.g., conforme descrito por Charpentier
et al. (J. Med. Chem., 1995, 38, 4993-5006). E possivel
preparar os compostos de fdrmula estrutural (I) utilizando
reacgdes andlogos e os &lcoois adequados, partindo dos
compostos de férmula estrutural (I), em qgue o simbolo D
representa H e os simbolos R e R’ possuem as significagdes
cdefinidas antes.

Os compostos de férmula estrutural (I), em gue ©
simbolo [A] representa C(R',H)-C(H,R") e os simbolos R’ e
R representam -CH,—, podem ser preparados a partir de
compostos de foérmula estrutural (I), em gue o simbolo [A]
representa C(R',R")=C((R",R""), por meioc de reaccgdes de
ciclopropanag¢do conhecidas na literatura, v.g., por meio da
reaccdo descrita por Simmons-Smith e andlogas, conforme
descrito, por exemplo, nas obras J. Am. Chem. Soc. 1959,
81, 4256 ou J. Am. Chem. Soc. 1981, 103, 5813, ou a partir
de compostos de fdérmula estrutural (I), em que o simbolo A
representa CH=CH, e o simbolo R” representa H, por meio da
reacgdo com diazcacetato de etilo. Os compostos de férmula

estrutural (I), em que o simbolo [A] representa C(Rnfﬂ—
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C(H,R™) e os simbolos RY e R

representam -0, podem ser
preparados a partir de compostos de férmula estrutural (I),
em que o simbolo [A] representa C(R',R"")=C(R",R"™), por
reacgbes de epoxidacdo conhecidas na literatura, por
exemplo, com dicxirano ou analogos, conforme descrito por
Yang e associados na cobra J. Org. Chem., 1995, 60, 3887-9.

Os compostos de férmula estrutural (I), em gque o©
simbolo [A] representa C-C, podem ser preparados a partir
de compostos de foérmula estrutural (I), em que o simbolo
[A] representa C(R',R™)=c(®",R") ou C=C, através de
reacgdes de reducdo conhecidas para ligagdes duplas e
triplas, por exemplo, hidrogenacdo catalitica.

Os compostos de férmula estrutural (I), em gue ©
simbolo R” representa CONHOH, podem ser preparados a partir
de compostos de fdrmula estrutural (I), em que o simbolo R”
representa COOH, por meio de reacgdes conhecidas na
literatura para &a sintese de 4cidos hidroxdmicos, por
exemplo, através de reaccdo com O-benzil-hidroxilamina e
agentes de condensac¢do, [De Luca et al. J. 0Org. Chem.,
2001, 66, 2534] seguida de hidrogenacdc catalitica, ou por
reacgao com O-trimetilsili-hidroxilamina seguida de
dessililacao.

Os compostos de férmula estrutural (I), em gue o©
simbclo R” representa CONH-arilo, podem ser preparados a
partir de compostos de fdérmula estrutural (I), em gue ©
simbclo R” representa COOH, por meio de procedimentos
conhecidos na literatura para a sintese de amidas, v.g.,
conforme descrito por Sangmam, et al. (Synth. Commun.,
1998, 28, 2945-58) para amidas de &4cidoc retindico.

Os compostos de foérmula estrutural (I), em gue O

simbolo R” representa CH;OH, podem ser preparados a partir
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de compostos de férmula estrutural (I), em que o simbolo R”
representa COOH ou a partir dos seus ésteres ou derivados,
através de procedimentos conhecidos na literatura para a

sintese de &lcoois, por exemplo, por reducdo com LiAlH,.

EXEMPLO 1

Preparacdo de 4-(3-(l-adamantil)-4-terc-butildimetil-

sililoxifenil)-benzaldeido

0O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

diagrama 1 de sintese, a segquir descrito.

Diagrama 1 de sintese
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Dissolveu-se 1,56 g (3,70 mmol) de 4-terc-butil-
dimetilsililoxi-3-(l-adamantil)-bromobenzeno [Charpentier
et al. J. Med. Chem., 1995, 38, 4993-5006], em 7,5 mL de
tolueno. Adicionou-se 3,7 mL de uma solugdo aquosa de
Na,Co0s 2 M, 0,128 g (0,11 mmol) de tetraguistrifenil-
fosfina-palddio e uma solugdo de 610 mg (4,07 mmol) de
dcido 4-formilbenzenobordénico em 1,73 mL de etanol.
Manteve-se a solucdo assim obtida em refluxo durante 2
horas, sob uma corrente de azoto. Arrefeceu-se entdo a
solucdo, retomou-se em acetato de etilo e lavou—-se com uma

solucao saturada de NacCl.
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Separou-se as fases, filtrou-se a fase orgéanica,
secou-se sobre Na;50;, filtrou-se novamente, evaporou-se o
solvente e submeteu-se o residuo a cromatografia flash
através de gel de silica (Merck), utilizando como eluente
hexano:acetato de etilo a 3:1.

Obteve-se 1,09 g do composto em epigrafe.

P.f. 158°C.

"HNMR (CDCls) &: 0,37 (6H, s, -Si(CHs),); 1,05 (9H, s,
-t-Bu); 1,78 (6H, s, 6Ad.); 2,09 (3H, s, 3Ad.); 2,15 (6H,
s, 6Ad.); 6,88 (1, d, 1lAr, J = 8,54 Hz); 7,35 (lH, dd,
l1Ar, J = 2,24 Hz, J = 8,54 Hz); 7,51 (1H, d, 1Ar, J = 2,24
Hz); 7,70 (2H, 4, 2Ar, J = 8,14 Hz); 7,90 (2H, d4d, 2Ar, J =
8,14 Hz); 10,01 (1H, s, -CHO).

EXEMPLO 2

Preparac¢do de E-4-(3-(l-adamantil)-4-terc-butildimetil-

sililoxifenil)-cinamato de metilo

O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 2 de sintese 2.

Diagrama 2 de sintese

)
'[V’Qx o
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) PHFCHCOODH, |
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Dissolveu-se 386 mg (0,864 mmol) de 4-(l-terc-butil-
dimetilsililoxi-2-(l-adamantil)-fenil))-benzaldeido em 4,5
mL de clorofdérmio, adicionou-se 298 mg (0,864 mmol) de

trifenilfosforanilidenocacetato de metilo e manteve-se emn
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refluxo a solucdoc assim obtida durante trés horas.
Arrefeceu-se a solugdo, evaporou-se o solvente e depois
submeteu-se a cromatografia flash através de gel de silica
(Merck), utilizando como eluente hexano:CH,Cl, a 1:1.
Obteve-se 350 mg do composto em epigrafe.

P.f. 148°cC.

"HNMR (CDCls) &: 0,36 (6H, s, -Si(CH:).); 1,05 (9H, s,
-t-Bu); 1,77 (6H, s, 6Ad.); 2,08 (3H, s, 32d.); 2,15 (6H,
s, 6Ad.); 3,80 (3H, s, -OCH3); 6,44 (1H, d, -CH=, J = 16,07
Hz); 6,86 (l1H, d, 1lAr, J = 8,54 Hz); 7,30 (1H, dd, 1lAr, J =
2,24 Hz, Jd = 8,54 Hz); 7,47 (1H, d, 1Ar, J = 2,24 Hz);
7,50-7,70 (4H, m, 4Ar); 7,71 (1H, 4, CH=, J = 16,07 Hz).

EXEMPLO 3

Preparacdo de E—4-(3-(l-adamantil)-4-hidroxifenil)-cinamato

de metilo
O composto em epigrafe fol preparado de acordo com o

seguinte esquema 3 de sintese 3.

Esquema 3 de sintese

r COOCH
A o By e COI0H,
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1. (] 7 ]
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Preparou-se uma mistura de 1 g (2,6 mmol) de 2-(1-
adamantil)-4-(4-bromofenil)-fenol, 358 mg (4,16 mmol) de
acrilato de metilo, 5,8 mg (0,02 mmol) de acetato de
paladio e 30 mg (0,1 mmol) de tri-(otolil)-fosfina em 1,2

mL de trietilamina e manteve-se em refluxo durante 4 horas.
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Evaporou-se a trietilamina, retomou-se com HCL 2 N e
acetato de etilc, separou-se as fases organicas, lavou-se
com agua, secou-se sobre Na,30, e evaporou-se o solvente.
Obteve-se 640 mg de produto. P.f. > 240°C.

"H-NMR (DMSO-d¢) & : 1,75 (6H), 2,1 (9H), 3,72 (s, 3H,
ocH3), 6,63 (d, 1H, J = 16 Hz), 6,85 (dd, 1H, J = §,8, 1,8
Hz), 7,3-7,4 (2H, arom.), 7,55-7,85 (5H), 9,55 (s, 1H, OH).

EXEMPLO 4

Preparacdo de acido E-4-(3-(l-adamantil)-4-hidroxifenil)-

cindmico (ST 1926)

O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 4 de sintese 4.

Esquema 4 de sintese

o LEOOCH, ___TOOH
:,»-;?\\.\} _;;g,fw . -‘df\\\] -‘-35;\'\,‘ o
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Dissolveu-se 42 mg (1 mmol) de LiOH.H;O em 8,2 mL de
THF (tetra-hidrofurano):H,O a 1:1, adicionou-se 100 mg (0,2
mmol) de E-4-(3-(l-adamantil)-4-terc-butildimetilsililoxi-
fenil)-cinamato de metilo e manteve-se a solugdo assim
obtida, sob agitagdo a temperatura ambiente durante 3
horas. Evaporou-se o THF, acidificou-se com HC1 2 N,
extraiu-se com acetato de etilo e secou-se sobre Na;S0..
Filtrou-se, evaporou-se e depols submeteu-se a cromatografia

flash através de gel de sgilica (Merck), utilizando como
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eluente hexano:acetato de etilo a 2:3 e depois a 1:1.
Obteve-se 550 mg de produto.

P.f. > 240°C. F, = 0,50 (gel de silica Merck, 60F;sq,
EtCAcC) .

"HNMR (DMSO-d¢) &: 1,74 (6H, s, 6Ad.); 2,04 (3H, s,
3ad.); 2,12 (eH, s, 6Ad.); 6,51 (lH, d, -CH=, J = 16, 18
Hz),; 6,85 (l1H, d, 1Ar, J = 8,82 Hz); 7,30-7,40 (2H, m,
2Ar); 7,55-7,63 (3H, m, 2Ar + CH=); 7,70 (2H, d, 2Ar, J =
8,09 Hz); 9,54 (l1H, s, -OH); 12,34 (1H, s 1lr, -COOH).

MS (m/z): 374 (M', 100).

EXEMPLO 5

Preparacdo de 4-(3—-(l-adamantil)-4-metoxifenil)-propiolato

de metilo
O composto em epigrafe foi preparado de

seguinte esquema 5 de sintese.

Esquema 5 de sintese

acordo com ©

COOCH,

_ ~COOCH,

Dissolveu-se 301 mg (1,26 mmol) de

propiolato de metilo em 2,5 mL de tolueno,
1,34 mL de uma solucdo aquosa de Nay,CO; 2 M,
tetragquistrifenilfosfina e 398 mg (1,39 mmol)

(l1-adamantil)-4-metoxifenilbordénico, e manteve

4-bromofenil-

adicionou-se

43,7 mg de Pd-

de acido 3-

-se a mistura
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em refluxo durante 3 horas. Retomou-se o produto impuro em
éter etilico, lavou-se a fase organica com uma solugdo
saturada de NaCl, secou-se sobre Na,SO; e evaporou-se até a
secura para se obter 570 mg de produto impuro. Submeteu-se
a cromatografia flash através de gel de silica (Merck),
utilizando como eluente hexano:acetato de etilo a 2:1, para
se obter 15 mg de produto puro.

P.f. 175°cC.

'"H-NMR (CDCl:) &: 3,86 (s, 3H, OCH:), 3,90 (s, 3H,
OoCH:), 6,96 (d, 1H, J0 = 8,5), 7,43 (dd, 1H, J = 2,2, 8,5),
7,47 (d, 1H, J = 2,2), 7,55-7,70 (4H, arom.).

EXEMPLO 6

Preparac¢do do acido 4—(3-(l-adamantil) -4-metoxifenil) -

propidlico (ST 1879)

O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 6 de sintese.

Esquema 6 de sintese
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Dissolveu-se 15 mg (0,0374 mmol) de E-4-(3-(1-
adamantil)-4-metoxifenil)-propiolato de metilo em 2,14 mlL
de NaOH 0,7 N em metanocl e manteve-se a mistura em refluxo

durante 1 hora. Evaporou-se o metanol, retomou-se em Agua,
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acidificou-se com HCl 6 N e extraiu-se com éter etilico.
Depols de se secar sobre Na;S50, e de se evaporar o
solvente, lavou-se o0 residuo com hexano e obteve-se, apds
filtracdo, 10 mg de produto.

P.f. 156°C. F, = 0,41 (gel de silica Merck, 60F;s,,
EtOAc/MeOH a 2/1).

"H-NMR (DMSO-d;) &: 1,70 (s, 6H), 2,10 (s, 9H), 3,85
(s, 3H, ©CCHs), 7,05 (d, 1H, J =8,4, #€#-6"), 7,40 (d, 1H, J =
2, H-2"), 7,45-7,60 (3H, arom.), 7,65 (2H, arom.).

EXEMPLO 7

Preparacdo de &alcool E-4-(3-(l-adamantil)-4-metoxifenil)-

cinamilico
O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 7 de sintese.

Esquema 7 de sintese

Adicionou-se 375 uL de uma solucdoc 1 M de LiAlH; em
tetra-hidrofurano (0,365 mmol) a 5 mL de tetra-hidrofurano
anidro. Arrefeceu-se num banho de gelo, adicionou-se 151 mg
(0,375 mmo1l) de E-4-(3-(l-adamantil) -4-metoxifenil) -
cinamato de metilo (veja-se o© exemplo 19), agitou-se
durante 1 hora sob arrefecimento e depois de um dia para o

outro a temperatura ambiente. Arrefeceu-se num banho de
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gelo, adicionou-se 5 mL de uma solucac aquosa a 10% de
NH,Cl, evaporou-se o tetra-hidrofurano e retomou-se com
acetato de etilo. Separcu-se a fase organica e secou-se
sobre Na,;30,. Evaporou-se o solvente para se obter 126 mg
do produto impuro, o© qual se submeteu a cromatografia
através de gel de silica (Merck), utilizando como eluente
cloreto de metileno:hexano a 3:1 e depois novamente com
hexano:acetato de etilo a 28:72, para se obter 11 mg do
produto.

P.f. 1l48°cC.

'"H-NMR (CDCl3) &: 1,75 (s, 6H), 2,15 (9H), 3,90 (s,
3H, OCH:;), 4,38 (dd, 2H, J = 6, 1,6), 6,41 (dt, 1lH, J =
6,16, =CHCH,0H), 6,67 (dd, 1H, J = 1, 6, l6, Aril-CH=),
6,96 (d, 1H, 0 = 8,3, H-6"), 7,42 (dd, 1H, J = 2,2, 8,3,
H-5'), 7,45 (m, 2H, H-2 e H-6), 7,48 (4, 1H, J = 2,2,
H-3'), 7,55 (m, 2H, H-3 e H-5).

MS m/z 374 (M').

EXEMPLO 8

Preparacao de E-4-(4-hidroxifenil)-cinamato de metilo

O composto em epigrafe fol preparado de acordo com o

seguinte esquema 8 de sintese.

Esquema 8 de sintese

_COOCH,
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Preparou-se uma mistura de 2 g (8,03 mmol) de 4-(4-
bromofenil)-fenol, 1,1 g (12,8 mmol) de acrilato de metilo,
18 mg (0,08 mmol) de acetato de paladio e 94 mg (0,31 mmol)
de tri-(o-tolil)-fosfina em 3,7 mL de trietilamina e
manteve-se em refluxo durante 6 horas. Adicionou-se mais 6
mg de acetato de palddio e 30 mg de tri-(o-tolil)-fosfina,
aqueceu-se durante uma hora, depois adicionou-se mais 30 mg
de acetato de palddioc e 94 mg de tri-(o-tolil)-fosfina e
aqueceu-se durante 3,5 horas. Acidificou-se a mistura de
reacgcdo com HCl1 6 M, adicionou-se acetato de etilo, agitou-
se durante um periocdo de tempo para se dissolver o
precipitado, separou-se as fases, secou-se a fase organica
sobre NayS0, e evaporou-se o solvente. Purificou-se o
produto (934 mg) retomando-o em hexano/éter etilico e
removendo por filtrac¢do para se obter 1,7 g do produto em
epigrafe.

P.f. 233°C-235°C.

"HNMR (CDC1ls) &: 3,70 (s, 3H, OCH:), 6,13 (d, 1H, CH=,
J=16), 6,82 (d, 2H, H-3' e H-5"), 7,48 (d, 2H, H-2' e H-
6'), 7,6-7,75 (5H).

EXEMPLO 9

Preparacdo de E-4-(3-(l-metilciclo-hexil)-4-hidroxifenil)-

cinamato de metilo

O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 9 de sintese.
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Esquema 9 de sintese
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Dissolveu-se 150 mg (0,6 mmol) de E-4-(4-hidroxifenil)-—
cinamato de metilo e 68,5 mg de l-metil-l-ciclo-hexanol em
1,2 mL de CHy,Cl,, tratou-se <com 0,032 mL de HySO4
concentrado e manteve-se a mistura em refluxo durante um
dia. Adicionou-se A&gua e neutralizou-se a mistura com uma
solugédo saturada de bicarbonato de sddio. Extraiu-se a fase
aquosa diversas vezes com acetato de etilo, secou-se sobre
Na;S04, filtrou-se e evaporou-se. Submeteu-se o produto
impuro resultante a cromatografia flash através de gel de
silica (Merck), utilizando como eluente hexano:acetato de
etilo a 9:1. Obteve-se 20 mg de produto.

'HNMR (acetona-d¢) &: 1,43 (3H, s, -CHsy); 1,4-1,9 (8H,
m, ciclo-hex.); 2,3-2,45 (2H, m, ciclo-hex.); 3,80 (3H, s,
-OCH;); 6,60 (1H, d, CE=, J = 16,18 Hz); 7,0 (1H, d, 1lAr, J
= 8,2 Hz); 7,44 (1H, dd, 1lAr, J = 8,2 Hz, 2,2 Hz); 7,65
(14, d, 1Ar, J0 = 2, 2 Hz); 7,7-7,85 (5H, m, 4Ar + CH=);
8,65 (lH, s, -OH).

EXEMPLO 10

Preparacdo de 2-(l-adamantil)-4-bromo-6-(N-ftalimidometil) -

fenol
O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 10 de sintese.
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Esquema 10 de sintese
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A uma solucdo de 500 mg (1,63 mmol) de 2-adamantil-4-
bromofenol em 7 ml de diclorometano adicionou-se 289 mg
(1,63 mmol) de N-hidroximetilftalimida e duas gotas de
H;S0; concentrado. Manteve-se a mistura em refluxo durante
3 horas, diluiu-se com agua e extraiu-se com diclorometano.
Evaporou-se o solvente e submeteu-se a cromatografia
através de gel de silica, utilizando como eluente

hexano:acetato de etilo a 80:20, para se obter 348 mg (46%)

de produto.
P.f. 253°C.
'Y NMR (CDCl:) &: 1,78 (6H, s, 6Ad.); 2,09 (3H, s,

3ad.); 2,12 (6H, s, 6Ad.); 4,76 (2H, s, -CH,-); 7,28 (lH,
d, lAr, J = 2,94 Hz), 7,45 (1H, d, 1lAr, J = 2,94 Hz); 7,76
(2H, dd, 2Ar, J = 2,94 Hz, J = 5,52 Hz); 7,88 (2h, dd, 2Ar,
J=2,94 Hz, J = 5,52 Hz); 8,13 (lH, s, -OH).

EXEMPLO 11

Preparacdo de E-4-(3-(l-adamantil)-5-(N-ftalimidometil)-4-

hidroxifenil)-cinamatoc de metilo

O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 11 de sintese.
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Esquema 11 de sintese

__GoqcH,
Ad. om, B A o
T A o
i F * \?_?f ﬁ, ot
HC}? e, e o N e ’/:J N
H G
N N L .ﬂ
\}F_{f‘:f A " N.v" \—w"ﬂ,
7Nt VAN
& Nz ék—ﬁ )
o Nz

Colocou-se em suspensdao 100 mg de 2-(l-adamantil)-4-
bromo-6—- (N-ftalimidometil)-fenol em 1,6 ml de dioxano e sob
uma corrente de azoto; adicionou-se 59,7 mg de
(bispinacolato) de boro, 63 mg de acetato de potéassio
anidro, 5 mg de dicloro-(difenilfosfinaferroceno)-palédio e
103 mg de 4-bromocinamato de metilo. Manteve-se a mistura
em refluxo durante 2 horas, colocou—-se novamente em
suspensdo em acetato de etilo, acidificou-se com 1 mL de
HC1 2 M, lavou-se a fase orgédnica com uma solugdo saturada
de NaCl, secou-se sobre Na,sS04, evaporou—-se 0O solvente e
submeteu-se a cromatografia através de gel de silica,
utilizando como eluente hexano:acetato de etilc a 65:35,
para se obter 32 mg (27%) de produto.

P.f. 216°C.

'HNMR (CDC1l;) &: 1,78 (6H, s, 6Ad.); 2,09 (3H, s,
3ad.); 2,12 (6H, s, 6Ad.); 3,83 (3H, s, —-OCHj;); 4,90 (2H,
s, —-CH;-); 6,44 (1H, d, CH=, J = 16,18 Hz); 7,45-7,90 (11H,
m, 10 Ar + CH=); 8, 22 (1H, s, OH).

MS (m/z): 547 (M', 100); 400 (30); 160 (30).
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EXEMPLO 12

Preparacdo de acido E-4-(3-(l-adamantil)-5-(N-ftalimido-

metil)-4-hidroxifenil)-cindmico

O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 12 de sintese.

Esquema 12 de sintese

__coock, LCQOH
e fﬁkx’w“/
Ad, Ty o 20 Al R fi\ﬂﬂ‘
!\. a"} "J“/ »ﬁ;—l

HO 1 0 HO \I e

My N RN

i ‘i‘) \'*'s:} }'s :‘ir \X\;
G e o S/

Adicionou-se 30 mg de E-4-(3-(l-adamantil)-5-(N-
ftalimidometil)—-4-hidroxifenil)-cinamato de metilo a 1 mL
de uma mistura a 3:1 de Acido acético e &cido cloridrico a
37% e manteve-se a mistura em refluxo durante 30 horas.
Evaporou-se o 4&cido acético, depois retomou-se com Aagua,
filtrou-se o residuo sélido e lavou-se com agua. Obteve-se
24 mg de produto.

P.f. 216°C.

"HNMR (DMSO-d¢) &: 1,73 (6H, s, 6Ad.); 2,04 (3H, s,
3ad.); 2,12 (eH, s, 6Ad.); 4,81 (2H, s, -CH,-); 6,45 (1H,
d, -CH=, J = 16,18 Hz); 7,07 (1H, d, 1lAr, J = 1,84 Hz);
7,30 (1H, d, 1Ar, J = 1,84 Hz); 7,46 (2H, dd, 2&r, J = 8,82
Hz, J = 1,84 Hz); 7,53 (1H, d, -CH=, J = 16,18 Hz); 7,¢4
(2H, dd, 2Ar, J = 8,82 Hz, J = 1,84 Hz); 7,78-7,94 (4H, m,
4Ar); 8,60 (1H, s, -OH); 12,5 (1H, s lr, COOH).
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MS (m/z): 533 (M', 100); 386 (40); 160 (60) 130 (50).

EXEMPLO 13

Preparacdo de Aacido E-4-(3-(l-adamantil)-5-(aminometil)-4-

hidroxifenil)-cindmico

O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 13 de sintese.

Esquema 13 de sintese 13
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Colocou-se em suspensdo 20 mg de 4&cido E-4-(3-(1-
adamantil) -5- (N-ftalimidometil)-4-hidroxifenil)-cindmico em
0,15 mL de metancl, adicionou-se 0,013 mL de hidrato de
hidrazina e aqueceu-se a mistura durante 5 horas a 50°C.
Evaporou-se © solvente, colocou-se novamente em suspensao
em &gua, acidificou-se com HC1I 2 M e filtrou-se o
precipitado sob uma pressdo hipobdrica. Secou-se o produto
impuro. Tratou-se com tetra-hidrofuranc para se dissolver a
ftalil-hidrazida e filtrou-se.

P.f. 195°cC.

"HNMR (DMSO-d¢) &: 1,73 (6H, s, 6ad.); 2,04 (3H, s,
3ad.); 2,12 (eH, s, 6Ad.); 4,00 (2H, s, —-CHy-); 6,45 (lH,
d, -CH=, J = 16,18 Hz); 7,07-8,00 (5H, m, 5Ar).



28

EXEMPLO 14

Preparacdo de 4-(7-adamantan-1-il-benzo(l,3)-dioxol-5-il1)-

benzaldeido
O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 14 de sintese.

Esquema 14 de sintese
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Dissolveu-se 0,875 g (2,61 mmol) de 4-adamantan-1-il1-
6-bromo-benzo (1, 3)-dioxol em 5,2 ml de tolueno e adicionou-—
se 2,6 mL de uma solucdo aquosa 2 M de NayCOsz;, 0,090 g
(0,08 mmol) de tetraguis-trifenilfosfina-palddio e uma
solugédo de 0,430 g (2,87 mmol) de &4cido 4-formilbenzeno-
bordénico em 1,2 mL de etanol. Manteve-se esta mistura emn
refluxo durante 7 horas, sob uma corrente de azoto.
Arrefeceu-se, retomou-se em acetato de etilo e lavou-se com
uma solugdo saturada de NaCl. Secou-se a fase organica
sobre Na;50,, filtrou-se e evaporou-se o© solvente. Apds
cromatografia flash através de gel de silica (Merck),
utilizando como eluente hexano:acetato de etilo a 9:1,
obteve-se 0,66 g de produto (70%).

'"H NMR (CDCls) &: 1,80 (6H, s, 6ad.); 2,09 (3H, s,
32d.); 2,12 (oH, s, oAd.); 6,02 (2H, s, -CH,-); 7,01 (1H,
d, lAr, J = 1,86 Hz); 7,04 (1H, d, lAr, J = 1,86 Hz); 7,68
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(24, d, 2Ar, J = 8,19 Hz); 7,92 (2H, d, 2Ar, J = 8,19 Hz);
10,02 (1H, s, -CHOQ).

EXEMPLO 15

Preparacdo de FE-4-(7-adamantan-1-il-benzo(l,3)-dioxol-5-

il)-cinamato de metilo

0 composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 15 de sintese.

Esquema 15 de sintese
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Tratou—-se, sob uma atmosfera de azoto, uma solucdo de
300 mg de 4—(7-adamantan-1-il-benzo (1, 3)-dioxil-5-1i1) -
benzaldeido em 4,5 mL de CHCl; com 278 mg de trifenil-
fosforanilidenoacetatc de metilo e manteve-se em refluxo
durante 5 horas, com uma adi¢do suplementar de ilida (20%)
decorridas 3 horas. No final deste periodo, evaporou-se o
solvente e submeteu-se o residuo a cromatografia através de
gel de silica, utilizando como eluente hexano:diclorometano
a 45:55. Obteve-se 298 mg de produto.

P.f. 205¢°cC.

'"H NMR (CDCls) &: 1,72 (6H, s, 6ad.); 2,06 (3H, s,
3ad.); 2,12 (o6H, s, 6Ad.); 3,80 (3H, s, -OCHs); 5,97 (2H,
s, —CHy;-); 6,44 (1H, d, CH=, J = 16 Hz); 6,95 (1H, d, 1lAr,
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J = 1,86 Hz); 6,98 (1H, d, 1Ar, J = 1,86 Hz); 7,52-7,58
(4H, m, 4Ar); 7,71 (1H, d, -CH=, J = 16 Hz).

EXEMPLO 16

Preparagdo de Aacido E-4-(7-adamantan-1-il-benzo(l,3)-dioxol-

5-il)-cindmico

0 composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 16 de sintese.

Esquema 16 de sintese
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Colocou-se em suspensdao 200 mg (0,48) de E-4-(7-
adamantan-1-il-benzo (1, 3)-dioxol-5-il)-cinamato de metilo
numa solucdo de LiOH.H;0 em 25 mL de THF/H,O a 3:2 e
manteve-se sob agitagcdoc de wum dia para o outro a
temperatura ambiente. Evaporou-se o© THF, lavou-se a
suspensado de carboxilato com hexano, depois acidificou-se
com HCl1 2 N e arrefeceu-se num banho de gelo. Apds
filtracdo, obteve-se 150 mg (78%) de produto.

P.f. > 300°C. F, = 0,59 (gel de silica Merck, 60F;sq4,
EtOAc/hexano a 9/1).

'"H NMR (DMSO-d¢) & 1,72 (6H, s, 6ad.); 2,01 (3H, s,
3ad.); 2,12 (eH, s, 6Ad.); 6,01 (2H, s, —-CHy-); 6,52 (lH,
d, -CH=, J = 16,18 Hz); 6,99 (1H, d, 1lAr, J = 1,84 Hz);
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7,14 (1H, d, 1lAr, J = 1,84 Hz); 7,60 (1H, d, -CH=, J =
16,18 Hz); 7,62 (2H, dd, 2Ar, J = 8,46 Hz, 1,84 Hz); 7,68
(2H, dd, 2Ar, J = 8,46 Hz, 1,84 Hz).

EXEMPLO 17

Preparacdo de 2-[4-(3-(l-adamantil)-4-hidroxifenil)]-ciclo-

propanocarboxilato de metilo

O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 17 de sintese.

Esquema 17 de sintese
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Adicionou-se 0,5 mg de bi-hidrato de tetraacetato de
rédio e 36 uL de diazoacetato de etilo a uma solucgdo de 150
mg de (3-adamantan-1-11-4’-vinilbifenil-4-oxi)-terc-butil-
dimetilsilano, preparada a partir do correspondente aldeido
através de uma reacgdo de Wittig, em 2 mlL de diclorometano.
Manteve-se a mistura de reacgdo em repouso durante 5 dias a
temperatura ambiente, com a adigdo de um total de 5 mg de
catalisador e 10 uL de diazoacetato de etilo. Filtrou-se o
catalisador através de celite, secou-se sobre sulfato de
s6dio, evaporou-se, submeteu-se a cromatografia através de
gel de silica, utilizando como eluente uma mistura a 65:35

de hexano:acetato de etilo.
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Obteve-se 43 mg de uma mistura dos dois
diasterecisdmercs cis e trans.

'"H NMR (CDCl:) &; 0,45 (6H, s, -Si(CHs); 0,95 (3H, t,
-CHs, 0 =7 Hz); 1,1 (9H, s, tBu); 1,25 (3H, t, -CHs;, J =7
Hz); 1,35-1,55 (1H, m, 1 -CHp); 1,55-1,74 (1H, m, 1 -CHy);
1,79 (6éH, s, 6ad.); 1,95 (lH, m, -CH-COOEt); 2,07 (3H, s,
32d.); 2,12 (6H, s, 6Ad.); 2,48-2,65 (1H, m, -CH-Ar); 3,85
(2H, g, -OCH;, J = 7 Hz); 4,18 (2H, g, -OCH;, J = 7 Hz);
6,82 (1H, dd, 1Ar, J = 1,84 Hz, 8,46 Hz); 7,15 (1H, d, 1lAr,
J = 8,46 Hz); 7,25 (2H, dd, 2Ar, J = 8,0 Hz, 1,84 Hz);
7,45-7,50 (3H, m, 3Ar).

EXEMPLO 18

Preparac¢do dos dcidos 2—(4—-(3-(l-adamantil)-4-hidroxi-

fenil)]-ciclopropanocarboxilicos cis e trans

Os compostos em epigrafe foram preparados de acordo

com 0 seguinte esguema 18 de sintese.

Esquema 18 de sintese

Adicionou-se 113 mg de KF sobre Al,0; finamente
esmagado (40%) a uma solucdo de 2-[4-(3-(l-adamantil)-4-
hidroxifenil)-ciclopropanocarboxilato de metilo (110 mg) em
4,4 mL de dimetoxietanc e agitou-se a temperatura ambiente

durante 2 dias. Apds filtragdo, evaporou-se o solvente e
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adicionou-se o produto impurc a uma solucdo de 63 mg de
LiOH.H;O0 em 12,4 mL de tetra-hidrofurano a 50% em Aagua.
Agitou-se esta mistura a temperatura ambiente durante 3
dias, evaporou-se o solvente, extraiu-se com éter etilico,
acidificou-se com HC1l 2 M HCl e extraiu-se com acetato de
etilo. Apds evaporagdo, submeteu-se o produto (58 mg) a
cromatografia através de gel de silica, utilizando como
eluente hexano:acetato de etilo a 40:60. Obteve-se 6 mg do
acido trans-2-4-(3- (l-adamantil)-4-hidroxifenil)]-ciclo-
propanocarboxilico, p.f. 190°C, 10 mg de uma mistura dos
dois diastereoisémeros e 20 mg do 4&acido cis-2-[4-(3-(1-
adamantil)-4-hidroxifenil)-ciclopropanoccarboxilico.

P.f. 204°C, F, = 0,23 cis; 0,44 trans (gel de silica
Merck, 60F;s4, EtOAc/hexano a 6/4).

‘H NMR (MeOD) & trans: 1,45-1,50 (1H, m, 1-CH,); 1,60-
1,65 (1H, m, 1-CHy); 1,95-2,0 (7H, m, -CH-COOEt + 6Ad); 2,2
(3H, s, 3Ad.); 2,35 (6H, s, 6Ad.); 2,50-2,58 (1H, m, -CH-
Ar),; 6,84 (1H, 4, lAr, J = 8,46 Hz); 7,24 (2H, dd, Z2Ar, J =
7,35 Hz, J = 1,84 Hz); 7,31 (l1H, dd, 1Ar, J = 8,46 Hz, 2,57
Hz); 7,42 (1H, d, 1lAr, J = 2,57 Hz); 7,52 (2H, dd, Z2Ar, J =
7,35 Hz, J = 1,84 Hz).

'"H NMR (MeOD) & cis: 1,40-1,50 (1H, m, 1-CHy); 1,70-
1,75 (1H, m, 1-CHy); 1,95-2,0 (6H, s, 6Ad); 2,10-2,15 (4H,
m, 3Ad + -CH-COOH); 2,30 (6H, s, 6Ad.); 2,70-2,78 (lH, m,
-CH-Ar); 6,83 (1H, d, 1lAr, J = 8,46 Hz); 7,30 (1H, dd, 1Ar,
J = 8,46 Hz, 2,57 Hz); 7,38 (2H, dd, 2Ar, J = 7,30 Hz, J =
1,84 Hz); 7,42 (1H, d, 1lAr, J = 2,57 Hz); 7,49 (2H, dd,
2Avr, J = 7,30 Hz, J =1,84 Hz).

MS (m/z): 388 (M', 100); 135 (50).
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EXEMPLO 19

Preparacdo de E-4-(3-(l-adamantil)-4-metoxifenil)-cinamato

de metilo
O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 19 de sintese.

Esquema 19 de sintese
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A uma suspensdo de NaH (60% em ¢éleo mineral, 66 mg,
2,74 mmol) em 3,3 mL de DMF, s0b uma atmosfera de Ny,
adicionou-se 969 mg (2,49 mmol) de E-4-(3-(l-adamantil)-4-
hidroxi)-cinamato de metilo. Agitou-se a mistura a
temperatura ambiente durante 1 hora e depois adicionou-se,
gota a gota, 186 pL (2,99 mmol) de CHsI.

Manteve—-se a mistura de reacgdo em repouso de um dia
para o outro a temperatura ambiente; depois adicionou-se 80
nmL de agua fria e extraiu-se a fase aquosa com CH,Cl, (4 x
60 mL). Lavou-se as camadas organicas com Aagua, Ssecou-se
sobre NayS0, e evaporou-se 0 solvente. Obteve-se 972 mg de
produto (97%).

'"H-NMR (CDCl;) &: 1,75 (6H), 2,1 (9H), 3,75 (s, 3H,
ocHs), 3,80 (s, 3H, -COOCHs); 6,40 (d, 1H, CH=, J = 16 Hz),
6,90 (d, 1H, 1 Ar, J = 8,8 Hz), 7,35 (dd, 1H, 1lAr, J = §,8,
1,8 Hz); 7,42 (d, 1H, 1 Ar, J = 1,8 Hz); 7,48-7,53 (m, 4H,
4 Ary; 7,65 (d, 1H, CH=, J = 16 Hz).
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EXEMPLO 20

Preparacdo de acido E-4-(3-(l-adamantil)-4-metoxifenil)-

cindmico (ST 1898)

O composto em epigrafe foi preparado de acordo com ©

seguinte esquema 20 de sintese.

Esquema 20 de sintese
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Dissolveu-se 455 mg (10,8 mmol) de LiOH.H;O em 90 mL
de THF:H,0 a 1:1; adicionou-se 873 mg (2,17 mmol) de E-4-
(3-(1l-adamantil)-4-metoxifenil)-cinamato de metilo e
manteve-se a solugcdo obtida sob agitagdo & temperatura
ambiente durante 2 dias. Evaporou-se o THF, acidificou-se
com HCl 2 N e filtrou-se o precipitado branco. Lavou-se o
s6lido com AcCOEt e com Et,0 para se obter 792 mg (94%) do
composto em epigrafe.

F, = 0,28 (gel de silica Merck, 60F;sq, EtOAc/hexano a
9/1).

'HNMR (DMSO-d¢) &: 1,74 (6H, s, 6Ad.); 2,04 (3H, s,
3ad.); 2,12 (eH, s, 6Ad.); 3,75 (3H, s, -OCHs); 6,50 (lH,
d, -CH=, J = 16 Hz); 6,98 (1H, d, 1Ar, J = 8,8 Hz); 7,40-
7,70 (74, m, 6Ar + CH=); 12,3 (1H, s 1lr, -COOH).

Citotoxicidade de ST 1926 para linhas celulares tumorais
Para se realizar 08 ensaics de citotoxicidade, foram
utilizadas duas linhas celulares de leucemia promielocitica

aguda (APL) .
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1. Linha celular NB4, que possul a translocacao
cromossémica t(15;17), que gera a proteina de fusdo PML/RARw.
Esta linha celular ¢ extremamente sensivel a acgdo de
diferenciacdo de doses farmacéuticas de ATRA (107'-107° ™).

2. Linha celular HL60, gue responde a ATRA de um modo
menos sensivel em relacdo a linha celular NB4. Esta linha
celular ndo possul a translocagdo cromossémica referida
antes.

Manteve-se estas linhas celulares em meio RPMI 1640
que continha 10% de soro fetal de vitelo (FCS) e 1% de
glutamina.

Também foram utilizadas linhas celulares diferentes
provenientes de tumores sélidos.

1. Carcinoma da prostata humano PC3 e DULl45. Manteve-
se estas linhas celulares em meio RPMI 1640 que continha
10% de FCS, 1% de piruvato de sédio e 1% de glutamina.

2. Adenocarcinoma do c¢dlon humano LoVo. Manteve-se
esta linha celular em meio de HAM F-12 que continha 10% de
FCS e 1% de glutamina.

3. Carcinoma do ovario humano, tal como A2780 e
A2780/Dx, sensivel e resistente a farmacos, respectivamente
(doxorrubicina, taxol, etopdsido, vincristina); IGROV-1 e
IGROV-1/Pt, sensivel e resistente a quimioterapia a base de
platina, respectivamente, e manteve-se em meio RPMI 1640
gue continha 10% de FCS, 1% de piruvato de sddio e 1% de
glutamina.

4, Melanoma humano MeWo e més 2.21, gicblastoma GBM,
carcinomas do pulmido de células nao pequenas A431, NCI-
H460, osteossarcomas SAOS e U20S, e manteve-se em meio RPMI
gue continha 10% de FCS, 1% de piruvato de sédio e 1% de

glutamina.
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Os ensaios de citotoxicidade foram efectuados
utilizando células de NB4 ou de HL-60 em suspensio
(10000/cavidade). As células foram preparadas num volume de
250 pL em placas com 96 cavidades e mantidas a incubar
durante 24 horas a 37°C. No dia seguinte, adicionou-se o
composto de ensaio ST 1296, [4cido (2E)-3-  [3'—-(1-
adamantil)-4’-hidroxi[l,1'-bifenil]-4-il]-2-propenoatélico]
a concentrac8es crescentes, e manteve-se as células a
incubar durante mais 24 horas a 37°C sob uma atmosfera
humidificada que continha 5% de CO,. No terceiro dia,
removeu-se 0 meio por centrifugac¢do da placa a 1600 x g
durante 10 minutos e decantou-se o0 sobrenadante. Adicionou-
se 250 uL de PBS; depois centrifugou-se novamente as placas
a 1600 x g durante 10 minutos e decantou-se o sobrenadante.
Adicionou-se 200 plL/cavidade de meio RPMI 1640 que continha
10% de FCS e manteve—-se as placas a incubar a 37°C durante
mais 48 horas. No quinto dia, centrifugou-se novamente as
placas a 1600 x g durante 10 minutos, removeu—-se O meio por
efusdo e adicionou-se 200 pL de PBS e 50 pulL de TCA frio a
80%. Manteve-se entdo as placas a incubar em gelo durante
pelo menos 1 hora. Removeu-se o TCA por efusdo; lavou-se as
placas trés vezes por imersdo em agua destilada e secou-se
primeiro num papel e depcls com uma corrente de ar quente.
Adicionou-se a todas as cavidades 200 pL de sulforodamina B
a 0,4% em Acido acético a 1%. Manteve-se as placas a
incubar a temperatura ambiente durante mais 30 minutos.
Removeu-se a sulforodamina B por efusdo, lavou-se as placas
trés vezes por imersdo em acido acético a 1%, depols secou-
se em primeiro lugar com papel absorvente e depois com uma
corrente de ar quente. Adicionou-se 200 pulL de base Tris 10

mM a cada cavidade e agitou-se as placas durante pelo menos
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20 minutos. Determinou-se a densidade o6ptica utilizando um
espectrofotdmetro Multiskan a 540 nm.

Para as células aderentes, o procedimento adoptado foi
o mesmo, embora a lavagem das placas ao terceiro dia tenha
sido efectuada por efusdo seguida da adigdo por trés vezes
de PBS e ndo por centrifugacdoc a 1600 x g. De igual modo,
também ao 5°¢ dia, o sobrenadante foi removido por efusdo.

Determinou-se a sobrevivéncia  das células por
incubagdo com ST 1926 durante 24 horas, decorridas 48 horas
da remoc¢do do composto. A incubagdo com o produto durante
24 horas foi capaz de inibir a proliferac¢doc de células de
um modo dependente da concentragcdo. O gquadro 1 mostra os
valores CI50 (concentracdo de produto que inibe a
sobrevivéncia de células em 50%), calculados para cada
linha celular de tumores estudada. O ST 1926 demonstrou uma
citotoxicidade superior a cerca de 10 vezes para a linha de
células do tumor de leucemia promielocitica humana NB4
(CI50 = 0,022 uM) em relacdo a calculada para outras

linhagens tumorais.

Quadro 1

Citotoxicidade celular de ST1926

Linha celular IC50 (uM)

Leucemia promielocitica

NB4 0,02

EL-60 0,2

Carcinoma da préstata

PC3 0,21

DU145 0,10

Carcinoma do célon
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Citotoxicidade celular de ST1926

Linha celular IC50 (uM)

LoVo 0,24

Carcinoma do ovario

22780 0,10
A2780/Dx 0,20
IGROV-1 0,23

IGROV-1/Pt 0,33
Melanoma

MeWo 0,23

MeS 2,21 0,23
Glioblastoma
GBM 0,18

Carcinoma do pulmao

A431 0,25
NCI-H460 0,19
Osteossarcoma
SACS 0,25
U208 0,26

EXEMPLO 9

Avaliagdo do efeito de ST 1926 no ciclo celular tumoral

Para se avaliar o efeito do composto de acordo com a
inven¢do sobre as diversas fases do ciclo celular, foram
realizadas andlises citofluorométricas do ciclo celular.

Preparou-se c¢élulas HL60 e NB4 em placas a uma
densidade de 150000 células/mL em meio RPMI 1640 que

continha 10% de FCS, adicioncu-se o composto de ensaio (ST
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1926), solubilizado em 0,1% de DMSO com concentracdes
compreendidas entre 0,01 uM e 0,1 uM, na presenga ou na
auséncia de doses sub-6ptimas de ATRA (5 a 10 nM para NB4 e
0,5 uM para HL60) no escuro e colocou-se numa incubadora
durante 3 dias sem se modificar o meio de cultura.

No terceiro dia de tratamento, retirou-se 500000
células para amostras, centrifugou-se a 180 x g durante 150
minutos e lavou-se duas vezes com PBS isento de cédlcio e
magnésio. Fixou-se as células (1 x 10°/mL de fixador) pelo
menos durante 1 hora numa mistura de fixacdo constituida
por acetona/metanocl a 1:4 v/v, manteve-se a -20°C e em PBS
a 50% isento de cadlcio e magnésio; depois centrifugou-se as
células, lavou-se com PBS isento de cédlcio e magnésio,
centrifugou-se novamente e lavou-se. Manteve-se o
precipitado celular a incubar durante 30 minutos no escuro
e a temperatura ambiente com 200 pL de icdato de propidio
(100 pg/mL) e 200 pL de ARNase (150 KU/mg).

Filtrou-se as amostras através de filtros de nylon
(didmetro de 60 pm a 80 um) e analisou-se utilizando um
cito-fluorimetro ‘FACScan’ (Becton Dickinson), adgquirindo
20000 eventos/amostra, a um comprimento de onda de
excitacdo de 488 e um comprimento de onda de emissdo de 620
nm. As andlises das percentagens das fases do ciclo celular
foram realizadas wutilizando wum conjunto de programas
informdticos dedicado, designado por ‘Modfit’ wv. 2.0
(Becton Dickinson).

Para a andlise do ciclo celular de células PC3 do
carcinoma da proéstata, preparou-se as células em placas a
uma densidade de 500000 células/mL em meio de RPMI. Apds ©
tratamento c¢om o composto ST 1926 durante 24 horas,

analisou-se as células conforme descrito antes.
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EXEMPLO 9/1

Avaliacdo do efeito de ST 1926 no ciclo celular de células

NB4 de leucemia promielocitica humana

A anadlise do efeito do tratamento com ST 1926 (durante
3 dias) sobre o ciclo celular de NB4 demonstrou que o©
composto de acordo com a presente invengao, para
concentracdes compreendidas entre 0,08 uM e 0,1 uM, induz a
interrupgdo do crescimento na fase S de duplicagdo do ciclo
e apoptose. 0Os resultadcos obtidos encontram-se agrupados no

guadro 2.

Quadro 2

Efeito de ST1926 no ciclo celular de NB4

TRATAMENTO G0/G1 S G2+M | APOPTOSE

CONTROLO 53,4 | 35,5 11,1 26,6
5T1926 0,01 pM| 48,4 [38,8]12,8 19,9

ST1926 0,02 pM| 48,2 | 39,4 12,4 28,4

ST1926 0,04 pM| 51,3 | 35,7 (13,0 33,9
ST1926 0,08 pM| 41,4 |53,6| 5,0 45,0
ST1926 0,1 uM | 50,6 | 46,1 | 3,3 53,6

EXEMPLO 9/2

Avaliacdo do efeito de ST 1926 sobre o ciclo celular de

células HL60 de leucemia promielocitica humana

A andlise do efeito do tratamento com ST 1926 sobre o
ciclo celular de células HL-60 durante 3 dias de
tratamento, revela gue para uma concentracdo compreendida

entre 0,5 uM e 1,0 uM, ndo ¢ possivel determinar o ciclo
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celular, no entanto, o composto demonstrou um efeito pro-
apoptético forte.

Os resultados obtidos encontram-se agrupados no quadro

Quadro 3

Efeito de ST1926 sobre o ciclo celular de células HL-60 de

leucemia promielocitica humana

TRATAMENTO G0/G1 S G2+M APOPTOSE
CONTROLO 57,9 30,9 11,2 10,5
ST1926 0,0025 pM 54,9 33,4 11,7 8
ST1926 (0,005 pM 53,4 34,4 12,2 14,0
ST1926 0,01 uM 52,0 35,4 12,6 12,5
ST1926 0,05 uM 45,0 42,0 13,0 13,0
ST1926 0,1 uM 39,9 46,8 13,3 27,5
ST1926 0,5 uM n.e. n.e. n.e. 82
5T1926 1 uM n.e. n.e. n.e. 86,5

EXEMPLO 9/3

Efeito de ST 1926 no ciclo celular de células PC3 do

carcinoma da prdstata

A anadlise do efeito do tratamento durante 24 horas com
ST 1926 sobre o ciclo celular de células PC3 revelou que
imediatamente apds a conclusdo do tratamento, os compostos
testados induziram & apoptose para a concentragdo mais
elevada examinada (0,4 uM); decorridas 24 horas de
recuperacdo celular, as c¢élulas tinham sido acumuladas na
fase S, e para uma concentra¢do de 0,4 uM, induziu-se a

apoptose celular.
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Os resultados obtidos encontram-se agrupados no quadro

Quadro 4

Efeito de ST1926 sobre o ciclo celular de células PC3 de

carcinoma da prdstata humano

TRATAMENTO G0/G1 S G2+M | APOPTOSE

24 horas de tratamento e 0

horas de recuperacgio

CONTROLO 54,8 | 24,6 20,6 8
ST1926 0,02 uM 54,0 | 24,2 ]21,8 9
ST1926 0,05 uM 55,8 | 23,6]20,6 11
ST1926 (0,1 pM 52,0 | 35,4]28,0 10
ST1926 (0,2 pM n.v. |n.v. |n.v,. 13,5
ST1926 (0,4 uM n.v. |[n.v. |n.v. 25

24 horas de tratamento e 24

horas de recuperacgao

CONTROLO 49,9 |31,81|22,3 10,5
ST1926 0,02 uM 44,6 | 30,4 25,0 13
ST1926 0,05 uM 44,9 | 29,51 25,6 15
ST1926 0,1 uM 45,8 | 25,8 28,4 10
ST1926 0,2 uM 31,8 | 43,2 | 25,0 13
ST1926 0,4 pM n.e. [n.e. |n.e. 26

Actividade citotéxica in vitro de ST 1926 em combinagdo com
TRAIL (ligando indutor de apoptose associada ao factor de
necrose tumoral)

Os linfécitos em conjunto com células naturais

assassinas sdo responsaveis pela producdo de TRAIL (ligando
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indutor de apoptose associada ao factor de necrose
tumoral), que é um membro da familia das TNF-citogquinas
(factor de necrose tumoral). Esta proteina membranar induz
a apoptose em diversas células transformadas e ao contrario
de outros membros desta familia ndo aparenta ser citotdxica
para células normais in vitro. A TRAIL induz a apoptose por
meio da interacg¢do com dois receptores de morte que contém
o dominio de morte, DR4 e DR5. Assim, a TRAIL é considerada
como uma citoquina que induz a apoptose, selectiva de
tumores, e um novo candidato potencial para a prevencado e
para o tratamento do cancro (Neoplasia, 6: 535-546, 2001).

Foi realizado um estudo de citotoxicidade de ST 1926
em combinagdo com TRAIL em dias linhas celulares tumorais,
tais como de carcinoma de pulmdo MI109 de murino e de
carcinoma do vario humano resistente a multifirmacos
A278/DX. Manteve-se as células em meio RPMI 1640 que
continha 10% de FCS, 1% de piruvato de sdédio e 1% de
glutamina.

Preparou-se as células num volume de 250 ulL em placas
com 96 cavidades e manteve-se a incubar durante 24 horas a
37°C. No dia seguinte, adicionou-se o composto de teste ST
1926 [(2E)-3-[3’'-(l-adamantil)-4’-hidroxi-[1,1i-bifenil]-4-
il]-2-propencato/idénico é&cido] ou TRAIL a concentragdes
crescentes e manteve-se as células a incubar durante mais
72 horas a 37°C sob uma atmosfera humedecida gue continha
5% de CO;. Ao 5° dia, removeu-se o sobrenadante por efusdo.
Adicionou-se 200 upuL de PBS e 50 uL de TCA frio a 80%.
Manteve-se as placas a incubar em gelo pelc menos durante 1
hora. Removeu-se o TCA por efusédo; lavou-se as placas trés
vezes por imersdo em agua destilada e secou-se em primeiro

lugar sobre papel e depois com uma corrente de ar quente.
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Adicionou-se a todas as cavidades 200 uplL de sulforodiamina
B a 0,4% em 4&cido acético a 1%. Manteve-se as placas a
incubar a temperatura ambiente durante mais 30 minutos.
Removeu-se a sulforodiamina por efusdo, lavou-se as placas
trés vezes por imersdo em acido acético a 1% e depois
secou-se em primeiro lugar em papel absorvente e depois com
uma corrente de ar quente. Adicionou-se a todas as
cavidades 200 uL de base Tris 10 mM e agitou-se as placas
pelo menos durante 20 minutos. Determinou-se a densidade
6ptica utilizando um espectrofotdmetro ‘Multiskan’ a 540
nm.

Determinou-se a 1nteracg¢do entre ST1926 e TRAIL
utilizando a andlise descrita por Drewinko et al. (Cancer
Bicchem. Biophys. 1: 187-195, 1976).

A andlise foi efectuada do modo seguinte:

(SFa x SFb/(Sfa + SFb))/100, em gue o termo SFa representa
a fracgdo de sobrevivéncia de ST1826 e o termo SFb
representa a fraccdo de sobrevivéncia de TRAIL.

Os valores representam os seguintes efeitos:

Um valor > 1 - sinergismo, < 1 - antagonismo, = 1 sem efeito.

Em ambas as linhas celulares, o ST 1926 apresentou um

efeito sinérgico com TRAIL (figuras 1 e 2).

Actividade anti-tumoral de ST 1926 nos modelos de carcinoma
pulmonar em murinos M109 e 3LL

Manteve-se células Madison 109 (M109) de
adenocarcinoma pulmonar de murino por passagem s.c. de
fragmentos de tumor. No dia de inoculag¢do, injectou-se i.m.
a suspensdo de células no membro posterior esqguerdo de
murganhos, BALB/c machos com 20 g, com uma densidade de 3 x

10° células/murganho. Manteve-se de um modo rotineiro
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carcinoma de Lewis do pulmdao de murino, 3LL, por passagens
i.m. (a cada 10 a 14 dias) de 1 x 10° células/murganho, em
murganhos C57BL/6J. Para as experiéncias da actividade
anti-tumoral, excisou-se 0s tumores a partir dos murganhos
dadores e, apds desagregagdo mecanica e digestao
enzimatica, testou-se a viabilidade de células tumorais
pelo teste de exclusao com pigmento azul de tripano.
Depois, injectou-se i.m. 1 x 10° células/100 uL/murganho no
musculo da perna membro posterior direita de murganhos
C57BL/6J.

Efectuou-se as medi¢des das dimensdes do tumor
utilizando um calibrador digital (Vernier Caliper) a partir
do dia em que a massa se tornou mensurdvel, duas vezes por
semana. Testou-se a massa tumoral gquanto ao tamanho das
duas dimens8es  principais (comprimento e largura),
expressas em mm, aplicandc a férmula (comprimento x
largura®) /2, isto &, o volume do tumor em mm’. Para cada
grupo experimental, calculou-se a percentagem de inibic¢do
do volume tumoral (%IVT) em relacdo ao do controlo, isto ¢,
(100 - (T/C%)). Avaliou-se a IVT 2 dias apds a
administracaoc final de ST 1926.

Também se determinou o tempo de sobrevivéncia médio
(TSM) e o aumento do tempo de vida médio, expresso como
SATV (aumento do tempo de vida), calculado como
(ATV:/ATV:)x100-100.

A comparagdo entre os valores de IVT e do tempo de
sobrevivéncia, obtidos para cada grupo, foi realizada por
meio do teste de Mann Whitney ndo paramétrico para dados
ndo emparelhados, utilizando © ©programa informatico

‘Instat’ da GraphPad inc..
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Preparou-se a solugdo de ST 1926 imediatamente antes
da wutilizacdo, solubilizou-se numa mistura a 1:1 de
cremofor:etanol e depois diluiu-se 1:4 com uma solugdao de
soluto salino tamponada. Os tratamentos dos animais foram
efectuados com um volume de 10 mL/kg. O esquema de
tratamento para o ST 1926 com doses diferentes foi de 5
dias consecutivos (gdxb), com inicio 1 dias apdés a
inoculagdo com as células tumorais, e foil repetido apds 3
ciclos.

Em primeiro lugar, os murganhos (8 por cada grupo)
foram pesados antes de cada tratamento, para se poder
administrar a quantidade correcta da substancia, com base
nas eventuais variac¢des do peso, observadas ao longo do
pericdo de administragdo do farmaco, e também para se poder
registar a perda maxima de peso ao longo do tratamento
(%PPB max.) .

Os resultados encontram-se agrupados no quadro 5
seguinte. O ST 1926 demonstrou um aumento na sobrevivéncia
dos animais com tumores pulmonares de murinc M109 para
doses de 10 mg/kg, p.o., e de 15 mg/kg, i.p., de acordo com
o protocolo de tratamento gdxSx3w e uma inibig¢do da massa
tumoral.

Além do mais, o ST 1926 aumentou o tempo de vida de
murganhos com tumores 3LL para uma dose de 10 mg/kg, p.o.,

e uma diminuigdo do volume tumoral de 65%.
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Quadro 5

Actividade anti-tumoral de ST1926 (gdx5x3w) para tumores do

pulmdo murino M 1089

Dose sPPB MST (intervalo
Tratamento SATV | SIVT
(mg/kqg) max. de dias)
M109
Controlo / 9 22 (13-34) / /
ST1926 10, i.p. 9 *28 (25-35) 27 18
ST1926 15, i.p. 10 **36 (30-42) 64 *46
ST1926 10, p.o. 10 **35 (27-42) 59 *49
3LL
Controlo / 3 21(15-33) / /
ST1926 10, po 7 *32 (24-42) 52 *x* 65

*P<0,05, **p<0,01, ***P<0,001 vs. controlo (Mann-Whitney).

Actividade anti-tumoral de ST 1926 nos modelos de carcinoma
do ovario humano, A2780 e A2780/Dx, e carcinoma de células
nao pequenas do pulmdo humano, NCI-H460

Manteve-se as células do carcinoma do ovario humano,
22780, A2780/Dx e NCI-H460, em meio RPMI 1640 que continha
10% de FCS, glutamina 2 mM e 50 pg/mL de gentamicina, a
37°C sob uma atmosfera humedecida gue continha 5% de COj.
Efectuou-se a tripsinacdo das células, recolheu-se em meio
completo, centrifugou-se a aproximadamente 1100 r.p.m.
durante 10 minutos e colocou-se em suspensdo novamente o
precipitado resultante em meio 199 de Hank; efectuou-se
esta operacgdo duas vezes. Colocou-se em suspensdo novamente
em meio 199 de Hank a uma densidade de 20 x 10°/mL e

injectou-se s.c. 0,1 mL (igual a 2 x 10° células/murganho)
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no flanco direito de murganhos fémeas CD1 nu/nu, com 6
semanas de idade.

Preparou-se a solugdo de ST 1926 imediatamente antes
da wutilizacdo, solubilizou-se numa mistura a 1:1 de
cremofor:etanol e depois diluiu-se a 1:4 com solugao de
soluto salino tamponada. Os tratamentos dos animais foram
administrados num volume de 10 mg/kg. O protocolo de
tratamento para ST 1926 a doses diferentes fol de 5 dias
consecutivos (qdx5), com inicio um dia apds a inoculagdo de
células tumorais e repetido durante 3 ciclos.

Foram efectuadas medig¢fes das dimensdes do tumor
utilizando um calibrador digital (Vernier Caliper) duas
vezes por semana, a partir do momento em que a massa era
mensuravel. Avaliou-se a massa tumoral quanto ao tamanho
das duas dimensdes principais (comprimento e larqgura),
expressas em mm, aplicandc a férmula (comprimento x
largura®) /2, isto &, o volume tumoral em mm’. Para cada
grupo experimental, calculou-se a percentagem de inibic¢do
do volume  tumoral ($IVT) em relacdo ao controlo,
nomeadamente (100-(T/C%)). Avaliou-se a IVT 2 dias apds a
administracaoc final de ST 1926.

Mediu-se o©os murganhos até os tumores do grupo de
controlo atingirem um peso de 2 g, e depois sacrificou-se
0s murganhos por deslocamento cervical.

Foi efectuada uma comparacdo entre os valores de IVT
obtidos para cada grupo utilizando o teste de Mann Whitney
ndc paramétrico para dados ndo emparelhados, utilizando o
programa informético ‘Instat’ de GraphPad inc..

Os murganhos foram pesados antes de cada tratamento,
em primeiro lugar para permitir a administrag¢do da

gquantidade correcta de substéancia, com base nas possiveis
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alteracdes de peso observadas ao longo da administracgao do
farmaco, e também para registar a perda de peso maxima ao
longo do tratamento (%PPB max.).

Os resultados encontram-se agrupados no quadro 6.
Também para este caso, o ST 1926 inibiu a massa tumoral em
murganhos com adenocarcinoma do ovdrio humano A2780 e
A2780/Dx resistente a multi-farmacos e com carcinoma de
células ndo pequenas do pulmdo NCI-H460 para doses
compreendidas entre 15 mg/kg e 5 mg/kg, p.o., de acordo com

0 protocolo de tratamento gdx5x3w.

Quadro 6

Actividade anti-tumoral de ST1926 (gdxbx3w) para o

carcinoma do ovAario humano A2780, A2780/Dx e do carcinoma

das células nido pequenas do pulmdo NCI-H460

Dose %PPB
Tratamento Mortalidade $IVTLEP
(mg/kg) max.
A2780
Controlo / 0 0/8 /
ST1926 5, p.o. 3 0/8 *34£8
ST1926 10, p.o. 5 0/8 x39+5
A2780/Dx
Controlo / 0 0/8 /
ST1926 10, po 0 0/8 *34+3
ST1926 15, po 6 0/8 *54+9
NCI-H460
Controlo /
ST1926 15, pro 4 0/8 *40+2

*P<0,05 vs. controlo.
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O ST 1926 demonstrou ser eficaz para uma dose de 15

mg/kg, p.o., de acordo com o regime gdx4x3w na presencga e

na auséncia de taxol (15 mg/kg, i.p.,
regime q7dx3)

pulmao NCI-H460 (guadro 7).

Quadro 7

de acordo com o

para o carcinoma de células ndo pegquenas do

Actividade anti-tumoral de ST1926

(qdx4x3w) para carcinoma

de células ndo peguenas

do pulmdo NCI-H460 com e sem Taxol

(q7dx3)
Dose %PPB
Tratamento Mortalidade SIVT+EP
(mg/kqg) max,

Controlo / 3 / /
ST1926 15, po 14 0/8 **38+8
Taxol 15, ip 4 0/8 0
1926+ 15, po

16 0/8 **x0H6+6
Tax 15, ip

**p<0.01 vs controlo; °P<0.05 vs ST1926

(Mann-Whitney) .

O ST 1926 demonstrou uma actividade

significativa para uma dose de 15 mg/kg, p.o.,

com o regime gdx3x3w (quadro 8).

Quadro 8

anti-tumoral

de acordo

Actividade anti-tumoral de ST1926 (gdx3x3w)

para carcinoma

de células nado pequenas do pulmido NCI-H460

Dose %PPB
Tratamento Mortalidade $IVT+EP
(mg/kg) max.
Controlo / 3 / /
ST1926 15, po 4 0/8 *52+7

*P<0.05 vs controlo (Mann-Whitney).
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Citotoxicidade de ST 1879 para a linha de células
endoteliais microcirculares da glidndula adrenal de bovinos
(BMEC)

Utilizou-se a 1linha de células endoteliais BMEC,
preparada previamente a partir de glandulas adrenais de
bovino obtidas no momento, do seguinte modo. Removeu-se as
glandulas a partir dos animais, imediatamente apds o seu
sacrificio, e armazenou-se em gelo até ao seu transporte
para o laboratdrio. Sob condig¢bdes estéreis (numa hote para
condig¢des de perigo bioldgico), lavou-se as glandulas com
uma solugdo de betadine durante 5 minutos e depois lavou-se
com 2 litros de PBS estéril. Cortou-se entdo as glandulas
em fragmentos, com cerca de 2 mm, com bisturis descartdveis
estéreis e transferiu-se para tubos de poliestirenc Falcon
gque continham PBS (30 mL por glandula). Apds centrifugagdo
a 600 r.p.m. numa centrifugadora refrigerada a 4°C,
decantou-se 0 sobrenadante. Colocou—-se novamente enm
suspensdo o©s granulos num volume igual (em relagcdc ao
volume do precipitado) de colagenase A (Boehringer
Mannheim) a 0,12% e manteve-se & incubar a 37°C durante 2
horas, sob agitagdo. Apds sucessivas filtragdes através de
filtros (Sigma), em primeiro lugar com uma malha 200 e
depois com malha 100, adicionou-se o sobrenadante a uma
solugdo de 15% de DMEM-PBS para inibir a acg¢do da
colagenase A. Centrifugou-se a solugdo a 1000 r.p.m. a
temperatura ambiente e colocou-se novamente em suspensaoc o
precipitado em meio DMEM que continha 20% de FBS, 50 pg/mL
de extracto de cérebro de Dbovino (BBE), 50 ug/mL de
heparina (Sigma), 0,5% v/v de gentamicina (Sigma), 1% v/v
de L-glutamina e deixou-se desenvolver em pratos de Petri

o]

gelatinizados com 1 % de gelatina (gelatina suina, Sigma).
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Depois de se atingir a confluéncia, caracterizou-se as
células com marcadores endoteliails, tals como factor VIII.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados
utilizando células BMEC. Deixou-se desenvolver as células
num volume de 200 pL em placas com 96 cavidades e manteve-
se a 1incubar durante 24 horas a 37°C. No dia seguinte,
adicionou-se o composto de ensaio ST 1879 a concentrac¢des
decrescentes compreendidas entre 200 uM e 1,55 uM. Manteve-
se as células a incubar durante mais 24 horas a 37°C sob
uma atmosfera humedecida que continha 5% de CO,. No 3° dia,
removeu-se © meio por efusdo das placas e efectuou-se as
lavagens das placas no 3° dia por efusdao e adigdo de 300 uL
de PBS, 4 wvezes. Apds a lavagem, adicionou-se 200
uL/cavidade do meio utilizado para o desenvolvimento em
placas com gelatina, descrito antes. No 5° dia, removeu-se
0 meio por efusdo das placas e tratou-se as células com uma
solugdo de 15% de TCA arrefecido durante 1 hora. Lavou-se
as cavidades trés vezes com agua por 1mersdo das placas e
removeu-se por efusado. Adicionou-se a cada cavidade 200 pL
de base Tris 10 mM e manteve-se as placas em sob agitacao
pelo menos durante 20 minutos. Determinou-se &a densidade
¢ptica utilizando um espectrofotdémetro ‘Multiskan’ a 540
nm.

Determinou-se a sobrevivéncia  das células por
incubacgdo com ST 1879 durante 24 horas e decorridas 48 apds
a remogdo do composto. A incubag¢do com o produto durante 24
horas permitiu inibir a proliferacdo celular, de um modo
dependente da concentragdo. O quadro 5 mostra o0s valores
CI50 (concentracdo de produto que inibe 50% da
sobrevivéncia das células) calculados. O ST 1879 demonstrou

uma citotoxicidade fraca igual a 105 pM e uma concentracio
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ndoc toéxica igual a 25 pM, a qual tem sido utilizada para
estudar o efeito de ST 18729 na migragdo de células

endoteliais (ver o guadro 9).

Quadro 9

Citotoxicidade celular de ST1879 para células endoteliais

Linha celular ICs50xDP (M) CI,

BMEC 105+14 25 M

Quimiotaxia de células endoteliais BMEC

Para se avaliar o efeito de ST 1879 na quimiotaxia de
células endoteliais, fol wutilizada wuma camara Boyden,
constituida por uma cédmara com duas cavidades, uma por
baixo e a outra por cima, separadas por um filtro de
policarbonato com um tamanho de poro definido de 8 um. Na
cavidade inferior foi introduzido o factor guimioatractor,
1% de FBS em DMEM, e na cavidade superior foram
introduzidas as células endoteliais microcirculares sub-
renais de Dbovino (BMEC), numa suspensdo em DMEM que
continha 1% de albumina do soro de suino isente de &4cidos
gordos. A capacidade do ST 1879 para inibir a migracao
celular através do filtro de policarbonato na direccdo do
factor quimiocatractor foi avaliada gquantitativamente por
contagem do numero de células presentes no lado inferior do
filtro. As percentagens de migracdoc apresentadas no quadro
8 foram calculadas de acordo com a férmula: (tratada -
controlo/controlo) x 100. O ST 1926 demonstrou inibicdo de
gquimiotaxia de células BMEC para o} estimulante
quimioatractor FCS, para concentracdes iguais a 50 uM e 25

UM (guadro 10).
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Quadro 10

Inibig¢do da migracdo de células BMEC induzida por ST1879

Linha
% de inibicdo da migracgao
celular
50 uM 25 uM
91% 42..7%
(6,1 células = 2,4 vs (41,3 células = 10,2 vs
BMEC
72,1 + 7,4 células no 72,1 + 7,4 células no
controlo) controlo)

Efeito de ST 1879 na diferenciagdo de células HUVEC em
matrigel

O ensaio de diferenciagdo de células endoteliais em
matrigel é um ensalo normalmente utilizado para avaliar a
actividade anti-angiogénica de um produto. O matrigel & um
extracto membranar Dbasal reconstituido proveniente de
tumores, constituido principalmente por laminina e
colagénio IV, sobre o qual as células endoteliais se
organizam em estruturas tridimensionais semelhantes a
caplilares. A intensidade da rede € mensuravel por meio de
contagem microscépica de “nddulos”, definidos como os
pontos de interseccdo a partir dos quais saem duas ou mais
estruturas tubulares, ou por meio de um sistema de imagem
computorizado capaz de calcular a percentagem de &rea
ocupada pelas estruturas capilares.

Colocou-se matrigel a 4°C (Becton-Dickinson) em placas
com 24 cavidades e deixou-se gelificar a 37°C numa
incubadora durante 30 minutos. Colocou-se em suspensao
células endoteliais de corddo umbilical humano HUVEC

(Clonetics) em 500 pL de meio de cultura, na presenga ou na
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auséncia de ST 1879 & concentracdo nac toéxica de 25 uM e
colocou-se em placas com matrigel. Apds 5 horas de
incubacdo, fixou-se as células com uma solucdo de 4% de
paraformaldeido em PBS. Quantificou-se os resultados por
contagem ao microscédpic do nlmero de ndédulos/campo para
trés campos independentes e expressou-se sob a forma de
percentagens em rela¢doc ao controlo positivo.

O ST 1879 apresentou uma 1nibigcdo de 61% da
diferenciag¢do das células endoteliais em matrigel para uma

concentracdo de 25 pM (gquadro 11).

Quadro 11

Inibigdo da diferenciag¢do celular HUVEC induzida por ST1879

Linha celular | % de inibicdo de diferenciagido em matrigel

ST1879 (25 uM)=61%
HUVEC
(8,2 ndédulos vs 21,2 ndédulos no controlo)

Citotoxicidade celular de ST 1879 e de ST 1898 para linhas
celulares tumorais humanas

Utilizou-se a linha celular de leucemia promielocitica
aguda  humana NB4 para se efectuar o0s testes de
citotoxicidade, a qual foi mantida em meioc RPMI 1640 que
continha 10% de soro fetal de vitelo (FCS) e 1% de
glutamina.

Também foram utilizadas outras duas linhas celulares
de tumores sdélidoes.

1. Carcinoma da proéstata humano PC3. Manteve-se esta
linha celular em meio RPMI 1640 que continha 10% de FCS, 1%

de piruvato de sédioc e 1% de glutamina.
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2. Adenocarcinoma do c¢élon humano LoVo. Manteve-se
esta linha celular em meio de HAM F-12 que continha 10% de
FCS e 1% de glutamina.

Os testes de citotoxicidade foram realizados
utilizando 10000 células NB4/cavidade. Deixou-se
desenvolver as células num volume de 250 pL em placas com
96 cavidades e manteve-se a incubar durante 24 horas a
37°C. No dia seguinte, adicionou-se o composto de ensaio ST
1879 a concentracdes crescentes e manteve-se as células a
incubar durante mais 24 horas a 37°C, sob uma atmosfera
humedecida que continha 5% de CO,. No 3° dia, removeu-se 0
meio por centrifugacdo da placa a 1600 x g durante 10
minutos e decantou-se o0 sobrenadante. Adicionou-se 250 pL
de PBS; depois centrifugou-se as placas novamente a 1600 x
g durante 10 minutos e decantou-se o sobrenadante.
Adicionou-se 200 pL/cavidade de meio RPMI 1640 que continha
10% de FCS e manteve-se as placas a incubar a 37°C durante
mais 48 horas. No 5° dia, centrifugou-se novamente as
placas a 1600 x g durante 10 minutos, removeu-se o meio por
efusdo das placas e adicionou-se 200 pL de PBS e 50 uL de
ICA arrefecido a 80%. Manteve-se entdo as placas a incubar
em gelo pelo menos durante uma hora. Removeu-se o0 TCA por
efusdo; lavou-se trés vezes as placas por imersdo em &gua
destilada e secou-se em primeiro lugar com papel e depois
com uma corrente de ar quente. Adicionou-se a cada cavidade
200 pL de sulforodiamina B a 0,4% em acido acético a 1%.
Manteve-se as placas a incubar a temperatura ambiente
durante mais 30 minutos. Removeu-se a sulforodiamina B por
efusdo, lavou-se trés vezes as placas por imersédo em Acido
acético a 1% e depois secou-se em primeiro lugar sobre

papel absorvente e depois com uma corrente de ar dquente.



58

Adicionou-se a cada cavidade 200 plL de base Tris 10 mM e
agitou-se as ©placas pelo menos durante 20 minutos.
Determinou-se a densidade Optica utilizando um
espectrofotdmetro ‘Multiskan’ a 540 nm.

Para as linhas <c¢elulares aderentes PC3 & LoVo,
utilizou-se o mesmo procedimento, embora as lavagens das
placas no 3° dia tenha sido efectuadas por efusdo e por
adicdo de PBS trés vezes e ndo por centrifugacdo a 1600 x
g. De igual modo, no 5° dia, o sobrenadante fol removido
por efusdo das placas.

Determinou-se a sobrevivéncia de células por incubacdo
com ST 1879 ou ST 1898 durante 24 horas e decorridas 48
horas da remoc¢do do composto. A incubagdo com o produto
durante 48 horas foi suficiente para inibir a proliferacdo
celular, de um modo dependente da concentracdo. O quadro 10
mostra o0s valores CISQ0 (concentragcao de produto que inibe
em 50% a sobrevivéncia de células), calculados para cada
linha c¢celular estudada. O ST 1879 demonstrou uma
citotoxicidade superior para as células LoVo (CI50 = 5,2
uM) em relacdo ao calculado para a linhagem PC3 de
carcinoma da prédstata (CIS50 = 13,6 uM) e para a linhagem
NBS promielocitica humana (58,5 uM). O ST 1898 também
demonstrou ser mais activo para o carcinoma do cdlon LoVo

(ver o quadro 12).
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Quadro 12

Citotoxicidade celular de ST1879 e ST1898

Composto testado | Linha celular | CIs+DP (pM)
ST1879 NB4 58,5+3,2
ST1879 PC3 13,6+2,1
ST1879 LoVo 5,2%0,9
ST1898 NB4 8,8%0,6
ST1898 PC3 1,7+40,2
ST1898 LoVo 0,38+0,02

Efeitos pré-diferenciadores de ST 1879 e de ST 1898 em
células NB4

Colocou-se células NB4 em placas com uma densidade de
150000 células/mL em meio RPMI 1640 que continha 10% de
soro fetal. Tratou-se entdo as células com ST 1879 ou com
ST 1898 em concentracdes decrescentes compreendidas entre
0,4 yM e 0,01 uM e manteve-se numa incubadora durante trés
dias sem se modificar o meio. Para se medir o efeito de
diferenciacdo, recolheu-se 500000 células de cada amostra,
centrifugou-se e colocou-se novamente em suspensdo em meio
RPMI 1640 que continha 10% de soro, 1 mg/mL de nitro-azul
de tetrazdlio (NBT) e 100 ng de PMA (acetato de forbol-
miristilo). Manteve-se a incubar as células, colocadas
novamente em suspensdo tal como descrito antes, a 37°C
durante 60 minutos. Depois de se terminar a incubacdo,
centrifugou-se as células e colocou-se novamente em
suspensado o precipitado em suspensédc em 1 mL de PBS que
continha 10% de Triton x100. Submeteu-se as amostras a
ultra-sons até se dar a citdlise e depois leu-se utilizando
um espectrofotémetro a um comprimento de onda de 540 nm. As

amostras que continham células diferenciadas apresentaram
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uma coloragdo purpura ac passo que as amostras de controlo
e/ou as que ndo continha células diferenciadas permaneceram
brancas ou com uma coloracdo muito mencs intensa. A acgao
pré-diferenciadora de ST 1879 ou de ST 1898 foi avaliada em
termos de CAL0 (concentrag¢dao de activagdo para 50% de
diferenciagdo celular), tal como a seguir descrito. O ST
1898 demonstrou uma boa capacidade pré-diferenciadora,
conforme verificado pelo wvalor de CA50 igual a 19 nM

(quadro 13).

Quadro 13

Efeito de pro-diferenciador de ST1879 e ST1898 sobre

células NB4

Produto CA50 (nM+DP)
ST1879 55 + 9
ST1898 19 £+ 0,8

Actividade angiostatica de ST 1879, ST 1926 e ST 1898 no
modelo de membrana corioalantdica de galinha (CAM)

A membrana coriocalantdica de galinha ¢ uma membrana
muito vascularizada em que 0S8 vasos surgem ao 4° dia de
desenvolvimento, desenvolvem um sistema arteriovenoso ao 8°
dia de desenvolvimento e proliferam activamente até ao 11°
dia.

O objectivo do estudo foi seguir o desenvolvimento dos
vasos na CAM em condig¢des basais e na presenga de um
indutor bFGF (factor de crescimento de fibroblastos basico)
de vasoproliferac¢do. Neste estudo foram utilizados ovos
embrionarios de galinha no estado inicial do @ seu
desenvolvimento. No 3° dia de desenvolvimento, foi

realizada uma operag¢do para se abrir as cascas para se
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tornar os vasos da CAM visiveis. Administrou-se o
tratamento ao 9° dia de desenvolvimento por meio da
aplicagdo de um fragmento de gelatina estéril (‘GELFOAM’,
Pharmacia Upjohn), com cerca de 1 mm’, a superficie da CAM,
sobre o qual se administrou DbFGF (50 ng/embrido) ou os
produtos em questdo, durante 3 dias consecutivos.

A avaliagao do efeito da molécula sobre a
vasoproliferacdo fol obtida por comparacdo entre 0s vasos
no instante sem tratamento com estes dos instantes finais
(12° dia).

0S resultados encontram-se apresentados no quadro 14
seguinte. Os trés produtos demonstraram possulr actividade
angiostdtica no modelo de membrana coricalantdica de
galinha para concentra¢fes compreendidas entre 0,25 e 0,5

ng/embrido (quadro 14).

Quadro 14
Actividade angiostatica de ST1879, ST1926, ST1898
Concentracgao 9° dia 12° dia
Tratamento n Avasos
(ug/embrido) (TO) (72 horas)
bEFGF 0,05 7 5¢1 19+1 15+1
bFGF+1879 0,05+0,5 6 441 8+1 4+1 (=73%)
bEGF 0,05 6 3£1 22+1 19+1
bFGF+1926 0,05+0,25 8 3+1 12+2 9+2 (-53%)
bEGF 0,05 4 3+1 28+2 24+1
bFGF+1898 0,05+0,25 6 3£1 10+1 T+l (=71%)

Os resultados s&o a média £ EP do nUmero de vasos por

esponija.
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REIVINDICACOES

1. Composto de fdérmula estrutural (I)

<Q
=,

R

R, f/ﬁ/
)&
;
¥
en que:

o simbolo R representa cicloalquilo, adamantilo em que
pelo menos um dos grupos CH pode ser substituido com C-
halogéneo ou C-algquilo e um dos grupos CH, pode ser
substituido por 0, S, CH-halogéneo, CH-arilo, CH-
heterocarilo, CH-arilalquilo, CH-heterocarilalgquilo;

o simbolo R’ representa OR”’, OCOR”’, COR';

0 grupo R’-D representa O-(CHy),~0; em que o simbolo n
= 1-3;

o simbolo D representa H, OH, O-alquilo, (CH;),—NHjg,
(CH;) ,-NH-alquilo, (CHy),-OH, em que o simbolo n = 1-4;

o simbolo R" representa tetrazol, SOsH, NHSOsH, CHO,
COOH, COO-alquilo, CONHCH, CONH-arilo, CONH-CgH,OH, CH,OR”’;
POsH;; CO(CH;),—arilo, em que o simbolo n = 0-4;

o simbolo R’ representa H, alquilo, arilo,
arilalquilo, heterocarilo, heterocarilalquilo, SO3H, D- ou L-
glicosilo o ou [;

o simbolo R' representa H, OH, OR”"’;

o simbolo [A] representa [C(R',R™M]-C(R",R™1,,
[C(R™)=C(R*)],, [C=C],, em que o simbolo n = 0-3;

os simbolos R, R", R e R representam H, alquilo,
halogéneo, O©OH, OR"’, NO,, NH;, arilo, -0-, -CHz;—, CX;— (em

gue o simbolo X representa halogéneo), -CH(R"')-;
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os simbolos R e R® representam H, OH, halogéneo,

alguilo, arilo, CN, NGOz, COOR"'.

2. Compostos de férmula: 2-[4-(3-(l-adamantil)-4-hidroxi-
fenil)]-ciclopropanocarboxilato de metilo; acido 2-(4-(3-
(l1-adamantil)-4-hidroxifenil)]-ciclopropanocarboxilico; 4cido
cis-2-(4-(3-(l-adamantil)-4-hidroxifenil) ]-ciclopropano-

carboxilico; 4acido trans-2-(4-(3-(l-adamantil)-4-hidroxi-

fenil)]-ciclopropanocarboxilico.

3. Composigado farmacéutica que compreende um composto de
acordo com a reivindicagdo 1 ou 2 como ingrediente activo e
pelo menos um excipiente e/ou diluente farmaceuticamente

aceitéavel.

4, Utilizacao dos compostos de acordo com a reivindicacao

1 ou 2 para a preparacado de um medicamento.

5. Utilizagdo de acordo com a reivindica¢do 4 para a
preparacao de um medicamento para o tratamento de

patologias associadas a angiogénese alterada.

6. Utilizagdo de acordo com a reivindicacdo 5, em que a
patologia ¢ seleccionada entre o conjunto constituido por:
patologia artritica, tumores, metastases, retinopatia

diabética, psoriase, inflamacdo crdnica e aterosclerose.

7. Utilizagdo de acordo com a reivindicacdo 6, em que a

patologia é retinopatia diabética.



8. Utilizag¢ao de acordo com a reivindicacdao 6, em que a

patologia é psoriase.

9. Utilizacgdo de acordo com a reivindicacdo 6, em que a

patologia é uma doenca inflamatdéria croénica.

10. Utilizagdao de acordo com a reivindicag¢ao 6, em que a

patologia é aterosclerose.

11. Utilizag¢d&o de acordo com a reivindicacdo 6 para o

tratamento de patologias artriticas.

12. Utilizac¢do de acordo com a reivindicacdo 4 para a
preparacao de um medicamento que possul actividade anti-

tumoral.

13. Utilizacdo de acordo com a reivindicag¢do 12, em que a

actividade anti-tumoral tem uma natureza citotdxica.

14. Utilizagdo de acordo com a reivindicagcdo 12, em que a

actividade anti-tumoral tem uma natureza apoptoédtica.

15. Utilizagdo de acordo com a reivindicagdo 12, em que a

actividade anti-tumoral tem uma natureza anti-angiogénica.

16. Utilizagao de acordo com a reivindicag¢ao 4 para a
preparacdo de um medicamento Util para a prevengdo e para o

tratamento de metastases tumorais.

17. Utilizacgao de acordo com uma qualquer das

reivindicagdes 12 a 16, em que tumor é seleccionado entre o



conjunto constituido por: sarcoma, carcinoma, carcindide,
tumor Osseo, tumor neuro—enddcrino, leucemia 1infdide,
leucemia mieldide, leucenia monocitica, leucemia

megacariocitica ou doenga de Hodgkin.

18. Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 17, em que ©

tumor é uma leucemia promielocitica aguda.

19. Combinag¢do constituida por um ou varios compostos de
acordo com a reivindicacdo 1 ou 2 e um ou varios fArmacos

anti-cancro conhecidos.

20. Combinac¢do de acordo com a reivindicacgdo 19, em que o
farmaco anti-cancro ¢é seleccionado entre o conjunto
constituido por: agentes alguilantes, inibidores da
topoisomerase, agentes antitubulina, compostos intercalantes,
anti-metabolitos, produtos naturais, tais como alcaldides
de vinca, epipodofilotoxinas, antibidticos, enzimas,
taxanos, compostos cito-diferenciadores, 1inibidores de
fosfotirosina-cinase, tais como Iressa ou Glivec, TRAIL
(Ligando indutor de apoptose associada ao factor de necrose
tumoral), agonistas dos receptores de DR4 ou de DRS (locais

de TRAIL), compostos para terapia anti-tumcral imunoldgica,

vacinas anti-tumorais ou interferdo o, [, V.

21. Composigdo farmacéutica que compreende a combinacgac de
acordo com a reivindicagdo 19 e um ou varios excipientes ou

veiculos farmacologicamente aceitéveis.



22. Utilizacdo da combinacdo de acordo com a reivindicacao
19 para a preparacdo de um medicamento para o tratamento de

tumores.

23. Utilizagdo de acordo com a reivindicag¢ao 23,
caracterizada pelo facto de o composto de acordo com a
reivindicagdao 1 ou 2 estar presente como coadjuvante do

fdrmaco anti-cancro.



1/2

Figura 1

A2HE0Dx ETIR2ECTRAILY

*1 [« STY0RR B uee THALLY

Concentracdo de TRATL (muy/mL)

108



#STIRIR 8

2/2

Figura 2

MBS {STIIZE+TRAIL)

...... . L

1 A TRAE |

Concentracdo de TRATL {ng/fml)



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

