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RESUMO

COMPOSICOES PARA AUMENTAR A ATIVIDADE DE TELOMERASE E PARA

TRATAR INFECOES POR VIH

A presente invencdo tem por objeto processos e
composicdes para aumentar a atividade de telomerase nas
células. Essas composic¢des incluem formulacdes farmacéuticas,
incluindo formulacgdes tdpicas e nutracéuticas. 0Os processos e
as composicdes sdo Utels para tratar doencas sujeitas a
tratamento por meio do aumento da atividade de telomerase nas
células ou nos tecidos dos doentes, tais como, por exemplo,
infecdo por VIH, varias doencas degenerativas e doencas
alimentares e da pele, agudas ou crédnicas. Também sdo Uteis
para aumentar a capacidade replicativa de células em cultura,
assim como terapéutica celular ex vivo e proliferacdo de

células estaminais.



DESCRIGCAO

COMPOSIGCOES E PROCESSOS PARA AUMENTAR A ATIVIDADE DE
TELOMERASE

Dominio da Invencéo

A presente invencdo tem por objeto compostos que induzem
a atividade de telomerase em células, para serem utilizados
no tratamento de infec®es por VIH e composicdes farmacéuticas
que contém esses compostos, conforme definido nas

reivindicacdes.

Antecedentes e referéncias da presente invencéio

Telomerase

A telomerase é uma ribonucleoproteina gue catalisa a
adicéao de repeticdes teloméricas as extremidades de
teldbmeros. 0Os teldmeros sdo fileiras longas de sequéncias
repetidas que tapam as extremidades dos cromossomas e cré-se
que estabilizam o cromossoma. Nos seres humanos, o0s teldmeros
normalmente tém um comprimento de 7-10 kb e contém varias
repeticdes da sequéncia -TTAGGG-. A telomerase ndo & expressa
na maior parte das células de adulto e o comprimento dos
teldbmeros diminui com sucessivos ciclos de replicacdo. Apds
um certo numero de ciclos de replicacdo, o encurtamento
progressivo dos teldmeros resulta no facto de as células
entrarem num estddio de crise telomérica gque, por sua vez,
leva a senescéncia celular. Algumas doencas estdo associadas
com a perda rapida dos teldmeros, resultando numa senescéncia
prematura das células. A expressido dos genes que codificam a

proteina telomerase humana em células humanas tem demonstrado



que confere um fendtipo imortal, presumivelmente através dos
bypass de wvias de senescéncia natural das células. Além
disso, a expressao do gene telomerase em células
envelhecidas, com teldbmeros curtos, tem demonstrado gque
produz um aumento do comprimento do teldmero e gque restaura

um fendtipo normalmente associado a células mais jovens.

As células sométicas, ao contrario das células de tumor
e de algumas c¢élulas estaminais, tém pouca ou nenhuma
atividade de telomerase e param de se dividir gquando as
extremidades teloméricas, de pelo menos alguns cromossomas,
tiverem sido encurtadas até a um comprimento critico, levando
a uma senescéncia celular programada (morte das células).
Dado que a perda de repeticbes teloméricas em células
somaticas, gue leva a senescéncia, aumenta com a diminuicdo
da atividade da telomerase, a inducdo da atividade de
telomerase, gque tem o efeito de adicionar porcdes de
repeticdes teloméricas aos teldmeros, confere assim as
células somaticas mortais uma capacidade replicativa
acrescida e confere as células senescentes a capacidade de
proliferar e sair de uma forma apropriada do ciclo apbds

reparacado do tecido danificado.

Os potenciais beneficios terapéuticos do aumento da
atividade da telomerase em células somaticas incluem, por
exemplo, o tratamento da SIDA, que & caracterizada por uma
senescéncia precoce dos linfécitos T citotdxicos (células
cD8"y, gque sdo responsaveis por matarem células CD4"
infetadas (ver, por exemplo, Dagarag et al., 2003); a
neuroprotecdo em doentes com Alzheimer (ver, por exemplo,
Mattson, 2000); a cura de feridas e a manutencdo de células
de explantes, tais como células adrenocorticais (ver, por
exemplo, Thomas et al., 2000) ou células da medula &éssea ou

células do estroma/de enxertos do mesénguima (ver, por



exemplo, Simonsen et al., 2002). A seguir aparecem as

citacdes completas destas referéncias.

Referéncias que discutem estas e outras caracteristicas

da telomerase incluem:

Allsopp, R.C. et al., “Telomere shortening is associated
with cell division in vitro and in vivo”, Exp. Cell Res.
220(1): 194-200 (Set 1995).

Allsopp, R.C. et al., “Telomerase 1is required to slow
telomere shortening and extend replicative lifespan of
HSC during serial transplantation”, Blood (e-
publication) Mar 27 2003.

Bodnar, A.G. et al., “Extension of life-span by
introduction of telomerase into normal human cells”
Science 279(5349): 349-52 (16 Jan 1998).

Cech, T.R. et al., U.S. Patent N°. 6 093 809 (25 Jul,
2000) .

Cech, T.R. et al., U. S. Patent N°. 6 lo6 178 (26 Dez,
2000) .

Cech, T.R. et al., U.S. Patent N°. 6 261 836 (Jul 2001).
Chiu, C.P. et al., “Replicative senescence and cell
immortality: the role of telomeres and telomerase” Proc.
Soc. Exp. Biol. Med. 214(2): 99-106 (Fev 1997).

Dagarag, M. et al., “Differential impairment of lytic
and cytokine functions in senescent human
immunodeficiency wvirus type l-specific cytotox T
lymphocytes”, J. Virol. 77(5): 3077-83 (Mar 2003).
Farwell, D.G. et al., “Genetic and epigenetic changes in
human epithelial <cells immortalized by telomerase”,
American Journal of Pathology 156(5): 1537-47 (Maio
2000) .



Fujimoto, R. et al., “Expression of telomerase
components 1in oral keratinocytes and squamous cell
carcinomas”, Oral Oncology 37(2): 132-40 (Fev 2001).
Funk, Walter D. et al., “Telomerase expression restores
dermal integrity to in vitro-aged fibroblasts in a
reconstituted skin model”, Experimental Cell Research
258(2): 270-278 (1 Ago, 2000).

Hannon, G.J. e Beach, D.H., Y“Increasing proliferative
capacity and preventing replicative senescence by
increasing telomerase activity and inhibiting pathways
inhibiting cell proliferation”, Pub. Ped. Int. PCT N°.
WO 2000/031238 (Jun 2000).

Hannon, G.J. et al., Extension of cellular 1lifespan
using telomerase-activating therapeutic agents”, Pub.
Ped. Int. PCT N°. WO 99/35243 (Jul 1999).

Harle-Bachor, C. et al., “Telomerase activity in the
regenerative basal layer of the epidermis inhuman skin
and in immortal and carcinoma-derived skin
keratinocytes”, Proc Natl Acad Sci USA 93(13): 6476-81
(Jun 25 1996).

Harley, C.B. et al., “Telomeres shorten during ageing of
human fibroblasts”, Nature 345(6274): 458-60 (31 Maio
1990) .

Harley, C.B. et al., “Telomerase, cell immortality, and
cancer”, Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 59: 307-15
(1994) .

Harley, C.B. et al., “Telomeres and telomerase in aging
and cancer”, Curr. Opin Genet. Dev. 5(2): 249-55 (Abr
1995) .

Harley, C.B. et al., "“Telomerase and cancer”, Important
Adv. Oncol. 57-67 (1996).

Harley, C.B., “Human aging and telomeres”, Ciba Found.

Symp. 211: 129-39 (1997).



Harley, C.B., “Telomerase 1s not an oncogene”, Oncogene
21: 494-502 (2002).

Henderson, S. et al., “In situ analysis of changes in
telomere size during replicative aging and cell
transformation”, J. Cell Biol. 134(1): 1-12 (Jul 1996).
Jiang, X.R. et al., Pub. PCT N°. WO 02/91999.

Jiang, X.R. et al., "“Telomerase expression in human
somatic cells does not induce changes associated with a
transformed phenotype”, Nature Genetics 21(1): 111-4
(Jan 1999).

Kang, M.K. et al., “Replicative senescence of normal
human oral keratinocytes is associated with the loss of
telomerase activity without shortening of telomeres”,
Cell Growth & Differentiation 9(1): 85-95 (Jan 1998).
Kim, N.W. et al., “Telomerase activity assays”, payenye
norte-americana N°. 5 629 154 (Maio 1997).

Lee, K.M. et al., “Immortalization with telomerase of
the Nestin-positive cells of the human pancreas”,
Biochem Biophys Res Commun 301(4): 1038-44 (21 Fev
2003) .

Ludwig, A. et al., “Ribozyme cleavage of telomerase mRNA
sensitizes breast epithelial c¢ells to inhibitors of
topoisomerase”, Cancer Res., 61: 3053-3061 (2001).
Mattson, M.P., “Emerging neuroprotective strategies
durante Alzheimer’s disease: dietary restriction,
telomerase activation, and stem <cell therapy”, Exp
Gerontol. 35(4): 489-502 (Jul 2000).

Morales, C. P. et al., “Absence of cancer-associated
changes in human fibroblasts immortalized with
telomerase”, Nature Genetics 21(1): 115-8 (Jan 1999).
Oh, H. e Schneider, M.D., “The emerging role of
telomerase in cardiac muscle cell growth and survival”,

JMol Cell Cardiol 34 (7): 717-24 (Jul 2002).



Simonsen, J.L. et al., Y“Telomerase expression extends
the proliferative life-span and maintains the osteogenic
potential of human bone marrow stromal cells”, Nat
Biotechnol 20(6): 592-6 (Jun 2002).

Thomas, M., Yang, L., and Hornsby, P.J., “Formation of
functional tissue from transplanted adrenocortical cells
expressing telomerase reverse transcriptase”, Nat
Biotechnol 18(1l): 39-42 (Jan 2000).

Vasa, M. et al., “Nitric oxide activates telomerase and
delays endothelial cell senescence”, Circ. Res. 87(7):
540-542 (2000) .

Villeponteau, B. et al., patente norte-americana N°.
5 583 016 (Dez 1996).

West, M.D. et al., “Methods of screening durante
compounds that derepress or increase telomerase
activity”, patente norte-americana N°. 6 007 989 (Dez
1999) .

White, M.A., Y“Assembly of telomerase components and
chaperonins and methods and compositions durante
inhibiting or stimulating telomerase assembly”, PCT Int.
Appl. Pubn. N°. WO 2000/08135 (Feb. 2000).

Yang, J. et al., “Telomerized human microvasculature is
functional in wvivo”, Nature Biotechnology (United
States) 19(3): 219-24 (Mar 2001).

Yang, J., et al., “Human endothelial cell life extension
by telomerase expression”, J. Biol. Chem. 274(37):
26141-8 (10 Set 1999).

Yudoh, K. et al., “Reconstituting telomerase activity
using the telomerase catalytic subunit prevents the
telomere shorting and replicative senescence in human
osteoblasts”, J. Bore and Mineral Res. 16(8): 1453-1464
(2001) .



Os processos para aumentar a atividade da telomerase,
sob o ponto de vista terapéutico, tém sido investigados, por
exemplo, por Bodnar (1997), White (2000), Hannon et al.
(1999; 2000), Franzese et al. (2001) e Yudoh et al. (2001),
todos citados antes. Nestes relatdérios, a atividade da
telomerase é geralmente aumentada por uma hiper-expressio de
TRTh, o gene que codifica a componente da proteina da
telomerase humana ou por expressido de proteinas que medeiam a
juncdo de telomerase, por exemplo, proteinas de chogque
térmico (White). Franzese et al., relataram que © sagquinavir,
um inibidor de protease, prescrito para o tratamento de
infecles por VIH, aumentou a atividade da telomerase em
células mononucleares de sangue periférico; Vasa et al.,
descreveram a ativacdo da telomerase e um atraso resultante
na senescéncia endotelial, por meio da administracdo de um

percursor de 6xido nitrico (NO).

Astragalésidos e ginsendsidos

Os compostos das familias dos astragaldsidos e dos
ginsendésidos tém sido referidos como tendo varios efeitos
bioldégicos. As referéncias sobre a discussdo da atividade

bioldégica dos astragaldsidos e dos ginsendsidos incluem:

Bedir, E. et al., “Immunostimulatory effects of
cycloartane-type triterpene glycosides from Astragalus
species”, Biol & Pharm Bull 23(7): 834-7 (2000).

Binder, B. et al., “Use of triterpensaponins, such as
notoginsenoside R1 (NR1) and/or astragaloside (ASIV)
durante preparing medicaments’”, patente norte-americana
N°. 5 770 578 (Jun 1998).

Calzada, L. et al., “Effect of tetracyclic triterpenes

(argentatins A, B and D) on the estradiol receptor of



hormone-dependent tumors of human breast”, Medical
Science Research 23(12): 815-16 (1995).

Chen, X. et al., “Protective effect of ginsenoside Rgl
on dopamin-induced apoptotis in PCl2 cells”, Acta
Pharmacol Sinica 22(8): 673-678 (2001).

Hashimoto, K. et al., “Skin tissue regeneration
promoters comprising ginsenoside Rbl”, WO 200192289
(2001); EP 1295893 Al (2003).

Hong, H.-Y. et al., “Stimulatory effects of ginsenoside-
Rgl on pb6lck kinase and cell proliferation in Jurkat T
cells”, Korean J. Ginseng Sci. 19(2): 117-21 (1995).
Huang, Y. et al., “Selected non-timber forest products
with medicinal applications from Jilin Province 1in
China”, Conference Title: Forest communities in the
third millennium: Linking research, business, and policy
toward a sustainable non-timber forest product sector;
Kenora, Ontario, Canada, 1-4 October, 1999; General
Technical Report-North Central Research Station, USDA
Forest Service (N°.NC-217): p.93-101 (2000).

Kaneko, M. et al., “Accelerated recovery from
cyclophosphamide-induced leukopenia in mice administered
a Japanese ethical herbal drug, Hochu-ekki-to”,
Immunopharmacology 44 (3): 223-231 (1999).

Kinjo, J. et al., “Anti-herpes wvirus activity of
fabaceous triterpenocidal saponins”, Biological
pharmaceutical Bulletin 23(7): 887-9 (Jul 2000).
Khushbaktova, Z. A. et al., Y“Influence of cycloartanes
from plants of the genus Astragalus and their synthetic
analogs on the contractive function of the myocarbium
and the activity ofNa,K-ATPase”, Chem. Nat. Compounds
30(4): 469-473 (1994).

Lee, Y.J. et al., “Ginsenoside-Rgl, one of the major

active molecules from Panax ginseng, 1is a functiocnal



ligand of glucocorticoid receptor”, Mol Cell Endocrinol
133(2): 135-40 (Out 1997).

Liu, P. et al., “Effect of ginsenosides Rbl, Rgl, Rhl
and Re on proliferation of cells in wvitro”, Tianran
Chanwu Yanjiu Yu Kaifa 8(4): 36-41 (1996); Resumo do CA
N°. 1997: 400846.

Oda, K. et al., “Adjuvant and haemolytic activities of
47 saponins derived from medicinal and food plants”,
Biol. Chem. 381 (1l): 67-74 (2000).

Pistelli, L., et al., “Antimicrobial and antifungal
activity of crude extracts and isolated saponins from
Astragalus verrucosus”, Fitoterapia 73(4): 336-339
(2002) .

Prince, R.L. e Min, X., “Compositions and method durante
treating or preventing osteoporosis”, Pyb. PCT N°. WO
2001/01996.

Sengupta, S. et al., “Pharmaceutically effective
compounds and their use”, Pub. PCT N°s. WO 2002/69980 e
WO 2002/07732.

Wang, S. et al., “Promoting effect of ginsenoside Re on
the proliferation of murine bone marrow cells”, Baigiuen
Yike Daxue Xuebao 23(2): 141-142 (1997); CA Abstract N°.
1997: 570234.

Wang, Y-P. et al., “Effect of astragaloside IV on T,B
lymphocyte proliferation and peritoneal macrophage
function in mice”, Acta Pharmacologica Sinica 23(3):
263-6 (Mar 2002).

Yasukawa, K. et al., “Sterol and triterpene derivatives
from plants inhibit the effects of a tumor promoter, and
sitosterol and betulinic acid inhibit tumor formation in
mouse skin two-stage carcinogenesis”, Oncology 48(1):
72-6 (1991).

Yamamoto, M. et al., “The stimulatory effects of ginseng

saponins on proliferation and DNA synthesis of human



vascular endothelial <cells and skin fibroblasts in
relation to cytokines or growth factors”, Nissei Byoin
Igaku Zasshi 24(1): 12-13 (1996).

Zhang W.J. et al., “Regulation of the fibrinolytic
potential of cultured human umbilical wvein endothelial
cells: astragaloside v downregulates plasminogen
activator inhibitor-1 and upregulates tissue-type
plasminogen activator expression”, Journal of Vascular
Research 34(4): 273-80 (Jul-Ago 1997).

Zi-Pu, L. e Qian, C., “Effects of astragaloside IV on
myocardial calcium transport and cardiac function in
ischemic rats”, Acta Pharmacol Sin 23(10): 898-904 (Out
2002) .

Rokia et al. disclose in Pharmazie, 48(6), 1993, 452-454
that astragaloside II has anti-HIV and anticancer
activity. The same teaching can be found in
Phytochemistry, 45(8), 1997, 1597-1600 por Ionkova et
al.

Sumdrio da invencéo

A matéria de facto que ndo estd englobada pelo ambito
das reivindicacdes, ndo faz parte da presente invencdo aqgqui
reivindicada. A presente 1invencdo, aqui descrita, esté
geralmente relacionada com composicdes para serem utilizadas
em processos de aumento da atividade da telomerase em
células. Essas composicdes podem ser utilizadas em cultura de
células, 1isto é, 1in vitro ou ex vivo ou 1in vivo, tals como
células qgue crescem em tecidos de um individuo, incluindo
seres humanos e animais ndo humanos, particularmente

mamiferos ndo humanos.

Em aspetos particulares da presente memdéria descritiva,

as composicdes contém um composto de fédrmula I, II ou III,

10



conforme se descreve a seguir. Alguns aspetos da presente
memdéria descritiva incluem formulacdes desses compostos para
serem utilizados em cosmética, em aplicacg®es nutracéuticas e
farmacéuticas, em particular, em aplicacles em que o aumento
da atividade de telomerase em células demonstrou ser ou
espera-se gue seja benéfico. 0Os processos para utilizar os
compostos e as suas formulacdes, para essas aplicacdes,
também sdo aqui providenciados, incluindo processos para a
aplicacdo ou a administracdo dessas formulacdes apds ter sido
determinada a necessidade ou a vantagem em aumentar a

atividade de telomerase em células ou tecidos.

A presente invencdo inclui, num aspeto, um processo para
aumentar a atividade de telomerase numa célula ou num tecido.
O processo compreende o contacto da célula ou do tecido com
uma formulacdo de um composto isolado de férmula I, de
férmula IT ou de férmula III, gue se seguem. Em modalidades
preferidas, o composto é o composto de férmula I ou de
férmula II, que se seguem. O processo pode ainda compreender
uma etapa preliminar de identificacdo de uma célula ou de um
tecido, em gque se deseja um aumento da atividade de
telomerase. De acordo com a presente invencdo, nos compostos

de férmula I:

11



2 e x° seleciona-se, independentemente,

cada um de Xl, X
entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi inferior, ceto e
um glicdsido;

OR' seleciona-se entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi
inferior e um glicdsido;

em que qualquer um dos grupos hidroxilo no referido
glicdsido pode estar substituido por outro glicdsido, um
alquilo inferior ou um acilo inferior, de tal modo gue o
composto inclui um maximo de trés glicdsidos; e

R’ representa metilo e ---- representa uma ligacdo dupla
entre os carbonos 9 e 11; ou, em modalidades preferidas,
R? forma, em conjunto com o carbono 9, um anel fundido
de ciclopropilo e ---- representa uma ligacdo simples

entre os carbonos 9 e 11.

Preferencialmente, o composto inclui zero, um ou dois,
mais preferencialmente, zero ou dois glicdsidos, nenhum dos
quais esté substituido por outro glicédsido.
Preferencialmente, os glicdésidos estdo na configuracdo D

(ocorréncia natural).

FEm aspetos selecionados da descricdo da férmula I, cada
um de X! e x? seleciona-se, independentemente, entre hidroxi,
alcoxi inferior, aciloxi inferior e um glicésido e X°
seleciona-se entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi

inferior, <ceto e um glicdsido. Noutras modalidades, x?

2

representa OH ou um glicdsido, <cada um de X e OR!

representa, independentemente, OH ou um glicdsido e X3

representa OH ou ceto. Exemplos de compostos de férmula I
incluem astragaldsido IV, cicloastragenol, astragenol, astra-
galdésido-IV-16-ona, ciclocastragenol-6-p-D-glicopirandsido e
cicloastragenol-3-3-D-xilopirandsido. Os compostos para serem
utilizados na presente invencédo estédo definidos nas

reivindicac¢des. Em modalidades selecionadas, o composto

12



seleciona-se entre astragaldsido IV, cicloastragenol, astra-
genol e astragaldésido-IV-16-ona. Numa modalidade, o composto
¢ astragaldésido IV. De acordo com um aspeto da presente

invencdo, nos compostos de fdérmula II:

I

cada um de X' e X° seleciona-se, 1independentemente,
entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi inferior, ceto e
um glicdsido e

OR® seleciona-se entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi
inferior e um glicédsido,

em que qualguer um dos grupos hidroxilo, no referido
glicdsido, pode estar substituido por outro glicdsido,
alquilo inferior ou acilo inferior, de tal modo que o

composto inclui um méximo de trés glicdsidos.

Preferencialmente, o composto inclui zero, um ou dois
glicésidos, nenhum dos quais estd substituido por outro
glicdsido; 0s glicdésidos estéo, preferencialmente, na

configuracédo D.

Em aspetos selecionados da férmula II, cada um de X' e

OR>

seleciona-se entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi
inferior e um glicésido e X’ seleciona-se entre hidroxi,
alcoxi inferior, aciloxi inferior e <ceto (=0). Noutras
modalidades, X' representa OH ou um glicésido e cada um de X’

e OR’ representa OH. Numa modalidade, x4 representa OH. De

13



acordo com um aspeto da presente invencdo, nos compostos de

férmula ITII:

o

cada um de X6, x' e x° seleciona-se, independentemente,
entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi inferior, ceto e
um glicdsido e

OR? seleciona-se entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi
inferior e um glicédsido,

em que qualquer um dos grupos hidroxilo no referido
glicdésido pode estar substituido por outro glicdsido,
alquilo inferior ou acilo inferior, de tal modo que o

composto inclui, no maximo, trés glicdsidos.

Preferencialmente, o composto inclui zero, um ou dois
glicésidos, nenhum dos quais estd substituido por outro
glicdsido; 0s glicdésidos estéo, preferencialmente, na

configuracdo D.

Em aspetos selecionados da férmula III, cada um de X,
8

x', x® e OR" seleciona-se, independentemente, entre hidroxi,
alcoxi inferior, aciloxi inferior e um glicdsido e seleciona-
se, preferencialmente, entre hidroxi e um glicdsido. Noutras
modalidades, cada um de x® e OR® representa OH e cada um de &
e X' seleciona-se, independentemente, entre hidroxilo e um
glicésido. Ainda noutros aspetos, cada um de OR*, x® e Xx°
representa OH e X' representa um glicésido. Um exemplo de um

composto de fédrmula III € o ginsendsido RHI.
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Um composto preferido, com as férmulas I, II ou III
anteriores, quando formulado numn dissolvente, numa
concentracdo de 1 upg/mL ou menos, &€ eficaz para produzir um
nivel de atividade de telomerase em queratindcitos ou
fibroblastos, conforme se pode medir através de um ensaio
TRAP, pelo mencos 50 % superior ao nivel nas referidas células
tratadas com o referido dissolvente, conforme medido por um
ensaio TRAP, conforme aqui descrito. ©Noutras modalidades
preferidas, o composto é eficaz para produzir um nivel de
atividade de telomerase em queratindcitos ou fibroblastos,
conforme se pode medir através de um ensaio TRAP, pelo menos
100 % superior ao nivel, nas referidas células, tratadas com
o0 referido dissolvente, conforme medido por um ensaio TRAP,

conforme agui descrito.

Exemplos de compostos de férmulas I-IITI incluem o©s
descritos na Fig. 1 e o0s designados aqui como 1
(astragaldsido 1IV), 2 (cicloastragenol), 3 (astragenol), 4
(astragaldésido-IV-16-ona}), 5 (20R, 24S-epoxi-3p,16H,25-tri-
hidroxi-9f-metil-19-norlanost-1,5-dieno), 6 (cicloastragenol-
6-p-D-glicopirandésido), 7 (cicloastragenol-3-3-D-xilo-
pirandésido) e 8 (ginsendsido RH1). Os compostos 1-4, 6 e 7
estdo de acordo com a presente invencdo. Em modalidades
selecionadas, o composto seleciona-se entre os designados
agqui como 1 (astragaldsido 1IV), 2 (cicloastragenol), 3
(astragenol), 4 (astragaldésido-IV-16-ona), 6 (ciclo-
astragenol-6-p-D-glicopirandsido) e 7 (cicloastragencl-3-3-D-
xilopirandsido). Noutras modalidades, o composto seleciona-se
entre os designados aqui por 1, 2, 3 e 4. Numa modalidade, o

composto é astragaldsido IV (1) ou cicloastragenol (2).
O processo de contacto de uma formulacdo de um composto

isolado de férmula I, II ou III, com uma célula ou um tecido,

pode compreender, antes do referido contacto, a identificacéo
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de uma célula ou de um tecido em gue se deseja o aumento da
atividade da telomerase. 0Os beneficios que se pretendem pelo
aumento da atividade de telomerase numa célula ou num tecido
incluem, por exemplo, o aumento da capacidade replicativa
e/ou o prolongamento da vida da referida célula ou células,

dentro do referido tecido.

O processo pode incluir o diagndéstico de um estado
clinico num determinado individuo, de tal modo gque seja
desejavel o aumento da atividade de telomerase nas células ou
nos tecidos desse individuo e seja desejavel a administracdo
da formulacédo a esse individuo. 0 individuo é,
preferencialmente, um mamifero, tal como um individuo ou um
doente humano. Essas condig¢des podem incluir, por exemplo,
infecdo por VIH, véarias doencas degenerativas, tais como
doenca neurodegenerativa, doencas degenerativas dos ossos ou
das articulacdes, degeneracdo macular, aterosclerose e
anemia. Esses estados c¢linicos também incluem feridas ou
outros estados clinicos agudos ou crénicos da epiderme, tal
como, por exemplo, uma gueimadura, abrasdo, incis&o, um sitio
de enxerto, uma lesdo causada por um agente infeccioso, uma
Ulcera venosa crénica, uma Ulcera diabética, uma uUlcera de
compressdo, herpes de ©pressdo, uma UuUlcera da mucosa e

formacdo de coldides.

De acordo com 1sto, a presente invencdo providencia
processos de tratamento de um estado clinico num doente, tal
como os referidos antes, por meio do aumento da atividade da
telomerase em células ou tecidos do doente, compreendendo
esse método a administracdo, a um doente gue necessite desse
tratamento, de uma formulacdo de um composto isolado de
férmula I, de férmula II ou de fédrmula III, conforme se
definiu antes. De acordo c¢com a presente invencdo, o0s

compostos reivindicados utilizam-se para o tratamento de uma
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infecdo por VIH. As composicdes podem ser administradas por
varias vias, por exemplo, oralmente, topicamente ou

parentericamente.

A presente invencdo ainda tem por objeto um processo de
diagndéstico num individuo, de um estado de doenca sujeito ao
tratamento por meio do aumento da atividade de telomerase,
numa célula ou no tecido de um individuo e a administracdo de
um composto de férmula I, II ou III, conforme descrito antes,
preferencialmente, um composto de fédrmula I ou II, num
veiculo farmacéutico, administrado entdo ao individuo gque

necessita desse tratamento.

Noutro aspeto, a presente invencdo tem por objeto um
processo de tratamento de um estado agudo ou crédénico da
epiderme, compreendendo o contacto das células da epiderme
com uma formulacdo tépica de um composto isolado de férmula
I, de férmula II ou de fédrmula III, tal como foi definido
antes. Em aspetos preferidos, o composto é de férmula I ou de
férmula II. Noutras modalidades, o composto seleciona-se

entre astragaldsido IV, cicloastragenol, astragenol, astra-

galdsido-IV-16-0ona, cicloastragenol-6-3-D-glicopirandsido,
cicloastragenol-3-3F-D-xilopirandsido e 20R,24S-epoxi-
3B3,16p3,25-tri-hidroxi-9f-metil-19-norlanost-1,5-dieno (de-

signado aqui como 5).

As células com as quais a formulacdo entram em contacto
podem incluir células de explantes gue sdo contactadas ex
vivo, por exemplo, para terapéuticas a base de células ou
podem incluir outras células em cultura. De acordo com isto,
a presente invencdo tem por objeto um processo para aumentar
a capacidade replicativa das células in vitro ou ex vivo, gue
compreende 0O contacto das referidas células com uma

qgquantidade eficaz de uma composicdo, que contém um composto
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de férmula I, de férmula II ou de fo6rmula III, tal como foi
definido antes, incluindo o0s aspetos selecionados dos
compostos, tal como foi definido antes. FEm aspetos
preferidos, o composto é de férmula I ou de férmula II,
incluindo os aspetos selecionados dos compostos, tal como foi
definido antes. Em geral, as células sido células de mamiferos
ndo transformadas; em aspetos selecionados, as células sédo
células estaminais, tals como células estaminais de medula
bssea, células do estroma da medula o6ssea, fibroblastos
dérmicos jovens ou de passagem precoce, células de
percursores de ilhéus, células da neurosfera, células das
suprarrenais, células-satélite dos musculos, osteoblastos,
células epiteliais da retina pigmentadas e células CD8'

restritas a VIH.

Num aspeto relacionado, a presente 1invencdo tem por
objeto uma composicdo farmacéutica que compreende, num
veiculo aceitdvel sob o ponto de wvista farmacéutico, um
composto de férmula I, tal como descrito antes, em que:

1

cada um de X e X

seleciona-se, 1independentemente,
entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi inferior, ceto e
um glicdsido;

' representa ceto;

OR' seleciona-se entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi
inferior e um glicdsido;

em que qualquer um dos grupos hidroxilo no referido
glicdésido pode estar substituido por outro glicdsido,
alquilo inferior ou acilo inferior, de tal modo que o
composto inclui um maximo de trés glicdsidos; e

R’ representa metilo e ---- representa uma ligacdo dupla
entre os carbonos 9 e 11; ou, em modalidades preferidas,

R? forma, em conjunto com o carbono 9, um anel fundido
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de ciclopropilo e ---- representa uma ligacdo simples

entre os carbonos 9 e 11.

Preferencialmente, o composto inclui zero, um ou dois
glicésidos, nenhum dos quais estd substituido por outro

glicésido e os glicdsidos estdo na configuracdo D.

Em aspetos selecionados da composicédo, X! representa OH

2

ou um glicdsido e cada um de X e OR'

representa,
independentemente, OH ou um glicdsido. De acordo com a
presente invencdo, a composicdo farmacéutica estd definida
nas reivindicacfes. Numa modalidade, o) composto é
astragaldésido-IV-16-ona (designado aqui como 4). Num aspeto
da presente invencdo, a composicdo compreende, num veiculo,
aceitavel sob o ponto de wvista farmacéutico, um composto de
férmula I, tal como descrito antes, em gue:

1

um  de X e X

seleciona-se entre hidroxi, alcoxi
inferior, aciloxi inferior e ceto e 0 outro representa
um glicdsido; e

cada um de X3 e OR! seleciona-se, independentemente,
entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi inferior e um
glicdésido;

em que qualquer um dos grupos hidroxilo no referido
glicdésido pode estar substituido por outro glicdsido,
alquilo inferior ou acilo inferior, de tal modo que o
composto inclui no maximo trés glicdsidos; e
Egrepresenta metilo e ---- representa uma ligacdo dupla
entre os carbonos 9 e 11; ou, em modalidades preferidas,
R? forma, em conjunto com o carbono 9, um anel fundido
de ciclopropilo e ---- representa uma ligacdo simples

entre os carbonos 9 e 11.
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Preferencialmente, o composto inclui um glicdésido, gque

ndo estd substituido por outro glicdésido e os glicdsidos

estdo na configuracdo D. Numa modalidade, o composto
seleciona-se entre cicloastragenol-6-3-D-glicopirandsido
(designado agui como 6) e cicloastragenol-3-3F-D-xilo-

pirandésido (designado agui como 7). Noutro aspeto da presente
invencdo, a composicdo farmacéutica compreende, num veiculo,
aceitavel sob o ponto de wvista farmacéutico, um composto de
férmula II, tal como foi definido antes. Aspetos selecionados
do composto foram também definidos antes. Num aspeto, o

composto é designado agui como 5.

A presente invencdo também tem por objeto compostos de
férmula II, tal como foi definido antes, incluindo aspetos
selecionados, tal como foi definido antes. Num aspeto, o

composto é designado agui como 5.

Num aspeto relacionado, a presente 1invencdo tem por
objeto uma formulacdo farmacéutica tépica de um composto
isolado de férmula I, de férmula II ou de fd6rmula III, tal
como foi definido antes. 0Os aspetos selecionados dos
compostos também ja foram definidos antes. Em aspetos
preferidos da presente invencdo, o composto é de férmula I ou
de férmula II. De acordo com a presente invencdo, na
composicdo farmacéutica que contém uma formulacdo tépica, o
composto isolado seleciona-se entre cicloastragenol,
astragenol, astragaldsido-IV-16-ona, cicloastragenol-6-3-D-
glicopirandésido e cicloastragenol-3-beta-D-xilopirandsido.
Esta formulac&o tépica normalmente contém um ou mais
componentes selecionados no grupo que consiste num
emulsionante, um espessante e um emoliente para a pele. Essas
composicdes podem ser utilizadas para o tratamento de feridas

ou de outros estados clinicos agudos ou crénicos da epiderme.
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Noutro aspeto relacionado, a presente invencdo tem por
objeto composicdes nutracéuticas, gque contém uma formulacédo
nutracéutica de um composto isolado de férmula I, de férmula
IT ou de férmula III, tal como foi definido antes. Os aspetos
selecionados dos compostos também estdo definidos antes. Nos
aspetos referidos, o composto é de férmula I ou de férmula
II, incluindo as modalidades selecionadas, tal como foi
definido antes. Noutros aspetos, o composto seleciona-se
entre astragaldsido IV, cicloastragenol, astragenol, astra-
galdsido-IV-16-0ona, cicloastragenol-6-3-D-glicopirandsido,
cicloastragenol-3-3F-D-xilopirandsido e 20R,24S-epoxi-
33,1603,25-tri-hidroxi-9f-metil-19-norlanost-1,5-dieno (desi-
gnado aqui como 5). Noutros aspetos, a formulacéao
nutracéutica compreende, para além do composto isolado de
férmula I, II ou III, um extrato herbidceo nutracéutico, gue

pode ser um extrato de Astragalus membranaceus.

Um composto isolado, de férmula I, II ou III, tal como
foi definido antes, incluindo os aspetos selecionados, tal
como foram descritos antes, também pode ser utilizado para o
fabrico de um medicamento, para o tratamento de uma doenca
sujeita ao tratamento por aumento da atividade da telomerase
numa célula ou num tecido. Exemplos dessas doencas estédo
discutidos com mais detalhe a seguir. Do mesmo modo, um
composto isolado de fdérmula I, II ou III, tal como foi
definido antes, incluindo os aspetos selecionados, tal como
foram definidos antes, também pode ser utilizado para o
fabrico de um medicamento para o tratamento de um estado
crénico ou agudo da epiderme. Em aspetos preferidos dessas
utilizacdes, o composto isolado é de fédrmula I ou de fdédrmula
II, incluindo os aspetos selecionados da férmula I ou da

férmula II, tal como foil definido antes.
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Também se providencia um processo para selecionar um
composto eficaz para aumentar a atividade de telomerase numa
célula. De acordo com este processo, um derivado de um
composto de férmula I, de férmula II ou de férmula III, tal
como foi definido antes, é analisado guanto a sua capacidade
para aumentar a atividade de telomerase em queratindcitos ou
fibroblastos, conforme medido por um ensaio de TRAP, tal como
agqui descrito. O derivado seleciona-se se, quando formulado
num dissolvente, numa concentracdo de 1 upg/mL ou menos, &€
eficaz para produzir um nivel de atividade de telomerase em
queratindécitos ou fibroblastos, conforme medido por um ensaio

[©)

TRAP, pelo menos de 50 % ou superior e, preferencialmente,
pelo menos 100 % ou superior, ao medido nas referidas células
tratadas com o referido dissolvente. 0O derivado pode entédo
ser formulado com um veiculo tépico, farmacéutico ou

nutracéutico.

Também se providencia, num aspeto relacionado, o)
processo de selecdo de um agente para o tratamento de estados
clinicos agudos ou crénicos da epiderme. De acordo com este
processo, um derivado de um composto de férmula I, de férmula
II ou de féormula III, tal como fol definido antes, é ensaiado
para a sua atividade de cura de feridas em queratindcitos ou
fibroblastos, num ensaio de arranhdes, tal como foi aqui
descrito. O derivado seleciona-se se tem uma atividade de
cura da ferida, como se mede num ensaio do arranhdo, a uma
concentracdo de 1 ug/mL, pelo menos de 50 % superior a de um
dissolvente de controlo e, preferencialmente, pelo menos

100 % superior a de um dissolvente de controlo. O derivado

pode entdo ser formulado com um veiculo tédpico.

Este e outros objetos e caracteristicas da presente

invencdo vado tornar-se mais evidentes gquando a descricéo
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detalhada da presente 1invencdo que se segue for 1lida em

conjunto com os desenhos que a acompanham.

Breve descricdo dos desenhos

As figuras 1A-H mostram as estruturas de exemplos de
compostos para serem utilizadas nos processos e
composicdes aqui descritos. Os compostos 1-4, 6 e 7
estdo dentro do dmbito das reivindicacdes.

A figura 2 mostra um aumento da atividade de telomerase
em gueratindcitos neonatais, tratados com 2
(cicloastragenol), conforme medido num ensaio de TRAP.

A figura 3 mostra um aumento da atividade de telomerase
em gueratindcitos neonatais, tratados com 1
(astragaldsido IV), em comparacdo com FCE (10 nM) e num
dissolvente de controlo, conforme medido num ensaio de
TRAP.

A figura 4 é uma série de imagens geradas em computador,
que mostram a atividade de cura de uma ferida por 1
(astragaldsido IV) em queratindcitos de adultos idosos,
conforme medido num “ensaio de arranhdes”.

A figura 5 é uma série de imagens geradas em computador,
que mostram a atividade de cura de uma ferida por 1
(astragaldsido 1IV) e por 2 (cicloastragenol), em
queratindécitos neonatais de jovens.

A figura 6 é uma série de imagens geradas em computador,
que mostram a atividade de cura de uma ferida por 1
(astragaldsido IVv) em qgueratindcitos envelhecidos,
isolados ou na presenca de um oligonucledtido de
inibicdo de telomerase (GRN163) ou de um oligonucledtido
de controlo (GRN137227).

A figura 7 é um grafico que mostra a atividade de cura
de feridas de 1 (astragaldsido 1IV) em gueratindcitos

neonatais envelhecidos, na presenca e na auséncia de um
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inibidor de telomerase GRN163 e em comparacdo com FCDP

(fator de crescimento derivado de plaquetas) ~2 nM.

Descricdo detalhada da invencgéo

I. Definicdes

Os termos gue se seguem, tal como se utilizam aqui, tém

os significados dados a seguir, salvo indicacdo em contréario.

Um esgquema geral de numeracdo de Atomos de carbono,
utilizado para a nomenclatura dos compostos aqui descritos,
estd ilustrado a seguir. (Note-se gue aos compostos da
estrutura II falta o carbono 19 e aos compostos da estrutura
ITI falta o carbono 18, ilustrados neste esguema. De acordo
com 1isto, o esquema de numeracdo ndo pretende limitar as

composicdes da presente invencdo).

“Alquilo” refere-se a um radical monovalente, aciclico,
completamente saturado, contendo carbono e hidrogénio, que
pode ser linear ou ramificado. Exemplos de grupos alguilo séao
metilo, etilo, n-butilo, t-butilo, n-heptilo e isopropilo.
“Alcoxi” refere-se a um grupo de férmula OR, em gue R
representa algquilo, tal como foi definido antes. “Aciloxi”

refere-se a um grupo de férmula -0OC(=0)R, em que R representa
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algquilo, tal como foi definido antes. De acordo com isto,

“Yacilo” refere-se a um grupo -C(=0)R.

“Alquilo inferior” (ou alcoxi inferior ou aciloxi
inferior) refere-se a grupo com um a seis Aatomos de carbono;
em modalidades selecionadas, esses grupos incluem um a gquatro
dtomos de carbono, um ou dols atomos de carbono ou um atomo

de carbono (isto é, metilo, metoxi, acetiloxi).

“Células estaminais” refere-se a células relativamente
indiferenciadas de uma linha comum, gue retém a capacidade
para dividir e circular ao 1longo da vida pds-natal, para
providenciar células gue se podem diferenciar mais e se
tornar especializadas (por exemplo, células estaminais em
camadas basais da pele ou em tecido hematopoiético, tal como
células primitivas na medula déssea, a partir das guais

derivam varios tipos de células sanguineas).

Por “eficaz para aumentar a atividade de telomerase numa
célula”, com referéncia a um composto, significa gue uma
composicdo contendo o composto, numa concentracdo de 1 pg/mL
ou menos, € eficaz para produzir um nivel de atividade de
telomerase num queratindécito ou em células de fibroblastos,
conforme medido num ensaio de TRAP, tal como agqui descrito,
que ¢é superior, num fator de pelo menos 1,5 (isto &, pelo
menos 50 % superior), ao nivel produzido por uma formulacao
semelhante gque ndo contém o composto, conforme medido num
ensaio de TRAP. Em modalidades preferidas, o composto é
eficaz, a uma concentracdo de 1 pg/mL ou menos, para produzir
um nivel de atividade de telomerase dessa célula, conforme
medido num ensaio de TRAP, conforme aqui descrito, que &
superior por um fator de pelo menos 2 (isto &, pelo menos
100 % superior), ao nivel produzido por uma formulacdo

semelhante ndo contendo o composto.
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Na referéncia & administracdo de um composto a um
doente, uma “quantidade eficaz”, refere-se a uma quantidade
eficaz para aumentar a atividade de telomerase nas células ou
nos tecidos do doente, tal como alcancar um resultado
terapéutico desejado. Numa referéncia ao tratamento de
células in vitro ou ex vivo, uma “quantidade eficaz” refere-
se a uma qguantidade eficaz para aumentar a atividade de
telomerase nas células, aumentando assim a capacidade de
replicacdo e/ou o prolongamento da vida das células.

[©)

Em concentrac¢des expressas agqui como % (p/v), 100

o®

(p/v) corresponde a 1 g de soluto/mL de dissolvente. Por

exemplo, 0,1 % (p/v) = 1 mg/mL.

Uma “formulacdo de um composto isolado”, refere-se a uma
formulacdo preparada por combinacdo do composto isolado com
um ou mais outros ingredientes (que podem ser ingredientes
ativos ou inativos) para produzir a formulacdo. Quando o
composto tenha sido diretamente purificado a partir de uma
fonte natural, a expressdo “composto isolado”, requer gue o
composto (antes da formulacdo) tenha sido purificado néo
menos do que 100 vezes, em comparacdo com a pureza do
composto na fonte natural. Quando o composto ndo é
diretamente purificado, a partir de uma fonte natural, a
expressido “composto isolado” refere-se a um composto gue
(antes da formulacdo) tenha sido produzido por um processo
gue envolve uma ou mais etapas de sintese guimica, resultando
numa preparacdco do composto gue tem uma pureza ndo inferior a

5 % (p/p).
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II. Processos e composicgdes para aumentar a atividade de

telomerase

De acordo com a presente invencdo, providenciam-se
composicdes e processos para aumentar a atividade da
telomerase numa célula. De acordo com a presente invencéo,
estes compostos destinam-se a ser utilizados no tratamento de
uma infecdo por VIH. De acordo com o processo, faz-se
contactar uma célula ou um tecido com uma formulacgdo de um
composto isolado de férmula I, II ou III, tal como aqui
descrito, numa gquantidade eficaz para aumentar a atividade de
telomerase na célula ou no tecido, relativamente ao nivel da
atividade de telomerase na célula ou no tecido, na auséncia
do composto. O ©processo também pode incluir uma etapa
preliminar de identificacdo de uma célula ou de um tecido, na

qual se deseja um aumento da atividade de telomerase.

Num aspeto da presente invencéo, o} composto <)

representado pela férmula I:

2

Na férmula I, cada um de Xl, X e x° seleciona-se,
independentemente, entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi
inferior, ceto e um glicdésido e o grupo OR' seleciona-se
entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi inferior e um

1

glicésido. Em aspetos selecionados, cada um de X' e X
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seleciona-se, independentemente, entre hidroxi, alcoxi
inferior, aciloxi inferior e um glicdsido.

2

Em aspetos selecionados de férmula I, R° representa

metilo e ---- representa uma ligacdo dupla entre os carbonos

9 e 11, tal como descrito. Noutros aspetos, R’

forma, em
conjunto com o carbono 9, um anel fundido de ciclopropilo; e
—---- representa uma ligac¢do simples entre os carbonos 9 e 11,
tal como se demonstrou pelo exemplo, no composto 1 (ver fig.

1).

Por um “glicdésido”, tal como se wutiliza aqui, com
referéncia a gqualgquer um dos compostos em Jguestdo, de
férmulas I, II ou III (ou os seus derivados), entende-se um
dos glicdsidos conhecidos (isto é, ribdsido, arabindsido,
xildsido, lixdsido, altrdsido, glicdsido, mandsido, guldsido,
idésido, galactdsido e taldsido) . 0 glicédsido esté
normalmente numa forma de anel com seis atomos no nucleo
(piranose), por exemplo, glicopirandsido ou manopirandsido.
Em modalidades selecionadas, o glicdésido é um D-glicdsido;
isto &, tem a configuracdo encontrada nos monossacaridos de
ocorréncia natural. Exemplos especificos incluem D-ribo-
pirandésido, D-arabinopirandésido, D-xilopirandésido, D-glico-
pirandsido, manopirandsido e D-galactopirandsido. Os
glicdésidos preferidos incluem D-glicopirandésido e D-xilo-
pirandésido. Noutros aspetos, a ligacdo estd na configuracéo

B; por exemplo, B-D-glicopirandsido.

Qualgquer um dos grupos hidroxilo livres num anel de
glicdésido, presente nos compostos em questdo de fdérmulas I,
IT ou III (ou os seus derivados), pode estar ainda estar
substituido por um outro glicdsido, alguilo inferior ou acilo
inferior, por exemplo, metoxi ou acetiloxi.

Preferencialmente, no maximo, um desses grupos hidroxilo esté
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substituido por outro glicdsido. Mais preferencialmente,
nenhum desses grupos hidroxilo estd substituido por outro
glicdésido; isto é, a substituicdo é com acilo inferior, tal
como acetilo ou algquilo inferior, tal como metilo. Numa
modalidade, todos o0s grupos hidroxilo nos glicdsidos estéo

insubstituidos.

Preferencialmente, um composto em questdo, de férmula I,
II ou III (ou os seus derivados), inclui no méximo trés
glicésidos, mais preferencialmente, no maximo dois
glicbésidos. Em aspetos selecionados, o composto inclui zero,
um ou dois glicdsidos, nenhum dos quais estd substituido por
outro glicédsido. Noutros aspetos selecionados,
particularmente no que respeita a férmula I, o composto
inclui zero ou dois glicdsidos, nenhum dos quais esté

substituido por outro glicdsido.

Em aspetos selecionados de férmula I, cada um de x! e x°
seleciona-se, independentemente, entre hidroxi, alcoxi
inferior, aciloxi inferior, glicopirandésido e xilopirandsido
e X° seleciona-se entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi
inferior, ceto, glicopirandsido e xilopirandsido,
preferencialmente, entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi
inferior e ceto.

1

Noutros aspetos de férmula I, X seleciona-se entre

hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi inferior e p-D-
xilopirandsido; X seleciona-se entre hidroxi, alcoxi
inferior, aciloxi inferior e p-D-glicopirandsido; x?

seleciona-se entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi inferior

1

e ceto (=0); e OR seleciona-se entre hidroxi, alcoxi

inferior, aciloxi inferior e pB-D-glicopirandsido.
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Noutros aspetos selecionados da férmula I, X' representa
OH ou um glicésido, cada um de X’ e OR' representa,
independentemente, OH ou um glicésido e X° representa OH ou

ceto. De acordo com a presente invencdo, cada um de X' e X’

1 3

representa OH ou um glicdsido, OR representa OH e X

representa OH, em que, se X' representa um glicésido, entdo é

2

beta-D-xilopirandésido e em Jque, se X representa um

glicésido, entdo ¢é beta-D-glicopirandésido. Ainda noutras

1 2

modalidades, X representa p-D-xilopirandsido, X° representa

1

B-D-glicopiranésido, OR' representa OH e X° representa OH.

2

Noutra modalidade, cada um de Xl, X, X° e OR! representa OH.

2 forma,

Para cada uma destas modalidades descritas, R
com o carbono 9, um anel fundido de ciclopropilo. Exemplos de
compostos de estrutura I, de acordo com a presente invencéo,
para serem utilizados nos processos da presente invencéo,
incluem os ilustrados na fig. 1 e designados aqui como 1
(astragaldsido 1IV), 2 (cicloastragenol), 3 (astragenol), 4

(astragaldsido-IV-16-ona), 6 (cicloastragenol-6-fR-D-glicopi-

ranbdésido) e 7 (cicloastragenol-3-f-D-xilopirandsido).

Outros compostos que tém a forma estrutural de
cicloastragenol (2) substituidos com 3-p-D-glicopirandsido,
também sdo considerados para serem utilizados nos processos
da presente invencdo. Preferencialmente, o composto inclui um
total de um ou dois glicdsidos, ligados a carbonos separados
da estrutura (isto &, um glicdsido ndo estd ligado a outro
glicdésido). Exemplos incluem os compostos de ocorréncia
natural astragaldsidos A, 1, 2 e 7, assim como,
astraverrucinas I e II (que podem ser isoladas a partir de

Astragalus verrucosus).

A presente invencdo também tem por objeto composicdes

farmacéuticas que contém um ou mais compostos de férmula I,
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em gque um de X' e X’ seleciona-se entre hidroxi, alcoxi
inferior, aciloxi inferior e ceto e o0 outro representa um
glicdésido. Noutras modalidades, os compostos selecionam-se
entre os designados 6 e 7. Noutras modalidades, a composicdo
farmacéutica inclui um composto de férmula I, em gue X3
representa ceto; numa modalidade, o composto é o composto

designado por 4.

Noutro aspeto, a presente invencdo tem por objeto
composicdes farmacéuticas gque contém compostos representados

pela férmula II.

I

Na férmula II, cada um de X' e X° seleciona-se,
independentemente, entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi

3 seleciona-se entre

inferior, <ceto e um glicdésido e OR
hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi inferior e um glicdsido; em
que “glicdsido” e o0s seus varios aspetos tém os significados
descritos antes. Tal como j& se fez notar aqui, o composto
inclui um madximo de trés glicdsidos, mais preferencialmente,
um maximo de dois glicdsidos. Em aspetos selecionados, o©

composto inclui zero, um ou dois glicdsidos, nenhum dos quais

estd substituido por outro glicédsido.

Em aspetos selecionados da férmula II, x* seleciona-se
entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi inferior e um

glicdésido. Noutras modalidades, cada um de XY, X e OR®
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seleciona-se, independentemente, entre hidroxi, alcoxi
inferior, aciloxi inferior, glicopirandsido e xilopirandsido.

Noutros aspetos da férmula II, cada um de x* e OR®
seleciona-se entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi inferior
e um glicdésido, preferencialmente, D-xilopirandsido ou D-
glicopiranésido e X’ seleciona-se entre hidroxi, alcoxi
inferior, aciloxi inferior e ceto (=0). Preferencialmente,

3 seleciona-se entre hidroxi, alcoxi

nestes aspetos, OR
inferior e aciloxi inferior e, mais preferencialmente,
hidroxi.

Noutros aspetos da fdérmula II, cada um de X4, X° e OR®
representa, independentemente, OH ou um glicdsido, por

exemplo, D-xilopirandsido ou D-glicopirandsido. Ainda noutros

aspetos, X° representa OH ou um glicésido e cada um de X’ e

3 3

OR representa OH. Num aspeto, cada um de X4, X> e OR
representa OH. Este composto (formalmente designado por
20R,24S-epoxi1-3p,16B,25-tri-hidroxi-9pf-metil-19-norlanost-

1,5-dieno) é designado agqui como 5.

A presente invencdo também tem por objeto os compostos
de férmula II anteriores, em gue cada um de X' e X
seleciona-se, independentemente, entre hidroxi, alcoxi
inferior, aciloxi inferior, <ceto e um glicdsido e OR*
seleciona-se entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi inferior
e um glicdsido, em gque qualguer um dos grupos hidroxilo no
referido glicdsido pode estar substituido por outro
glicdésido, alguilo inferior ou acilo inferior. Em aspetos
selecionados, o composto inclui zero, um ou dois glicdsidos.
Preferencialmente, cada um dos referidos glicdsidos, gquando
presente, estd na configuracdo D. Noutros aspetos, cada um de

X? e OR® seleciona-se entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi

inferior e um glicdsido e X’ seleciona-se entre hidroxi,
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alcoxi inferior, aciloxi inferior e ceto (=0). Aida noutros

aspetos, X° representa OH ou um glicésido e cada um de X’ e

3 3

OR representa OH. Num aspeto, cada um de X4, X> e OR

representa OH; isto é, o composto designado agui como 5.

Noutro aspeto, a presente invencdo tem por objeto um
processo para o aumento da telomerase numa célula ou num
tecido, por contacto da célula ou do tecido com a formulacéo
de um composto isolado de fdérmula III. Novamente, O pProcesso
pode incluir a etapa de identificacdo de uma célula ou de um
tecido em que se deseja um aumento da atividade de

telomerase.

m

Na férmula III, cada um de X6, X7, x® e OR® seleciona-se,
independentemente, entre hidroxi, alcoxi inferior, aciloxi
inferior, ceto e um glicdsido, em gue “glicdsido” e o0s seus
aspetos tém 0s significados definido antes.
Preferencialmente, o© composto 1inclui um méximo de dois
glicdésidos, mais preferencialmente, um  maximo de um
glicésido, nenhum dos quais estd substituido por outro
glicésido. Os glicdsidos preferidos incluem D-glicopirandsido

e D-xilopirandsido.

Em aspetos selecionados da estrutura III, cada um de X,

x’, x® e OR? seleciona-se, independentemente, entre hidroxi,
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alcoxi inferior, aciloxi inferior e um glicdsido e seleciona-

se, preferencialmente, entre hidroxi e um glicdsido.

Noutros aspetos de estrutura III, cada um de x® e OR®
representa OH e cada um de X°® e X’ seleciona-se,
independentemente, entre hidroxilo e um glicdésido, por
exemplo, PB-D-glicopiranésido. Noutros aspetos, OR® representa
OH. Preferencialmente, cada um de X°® e X° representa também
OH e X' representa um glicésido. Um exemplo de um composto de

estrutura III é o ginsendsido RH1, designado aqui como 8.

III. Fontes e sinteses dos compostos de fédrmulas I-TIII

Os compostos de férmulas I, II e III normalmente podem
ser 1isolados ou sintetizados a partir de materiais de
ocorréncia natural. Por exemplo, astragaldsidos I-VII podem
ser isolados a partir das raizes de Astragalus membranaceus,
tal como descrito, por exemplo, em A. Kadota et al., JP Kokai
N°. 62012791 A2 (1987). Tal como se refere aqui, o tecido da
raiz (8 kg), que estd comercialmente disponivel em varias
fontes de ervas benéficas, ¢é submetido a refluxo com MeOH, e
dissolve-se novamente o extrato concentrado (200 g), em MeOH
e fraciona-se por cromatografia em coluna de gel de silica,
utilizando como eluentes misturas de CHCl;/MeOH/H,O. Trata-se
cada fracdo por cromatografia de fase 1inversa em gel de
silica, utilizando misturas de dissolventes semelhantes, para
se obter as quantidades aproximadas que se seguem dos
compostos isolados: acetilastragaldsido I (0,2 g), astra-
galdsido I (3,5 g), iscastragaldsido I (0,3 g), astragaldsido
IT (2,3 g), astragaldésido III (1,0 g), astragaldsido IV
(0,8 g), astragaldsido vV (0,1 g), astragaldsido VI (0,3 qg) e
astragaldésido VII (0,1 g). Ver também Kitagawa et al., Chem.
Pharm. Bull. 31(2): 698-708 (1983b).
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O astragaldsido IV (designado agui como 1) também foi
obtido pelos autores a partir de Ai Chunmei, Chengdu 610041,

R.P. China.

O cicloastragenol (2) pode ser preparado por tratamento
do astragaldsido IV (l) com HCl1 metandlico, seguido de
neutralizacéo, um  tratamento-padrio e purificacdo por
cromatografia, tal como descrito na seccdo experimental gue
se segue (exemplo 1). O cicloastragenol também pode ser
obtido por degradacdo oxidante (tratamento com oxigénio e
s6édio elementar) de um extrato em butanol de Astragalus
membranaceus, tal como descrito por P-H Wang et al., J.
Chinese Chem. Soc. 49: 103-6 (2002). O astragenol (3) e o
cicloastragenol (2) também podem ser obtidos de acordo com o©s
procedimentos de Kitagawa et al., Chem. Pharm. Bull. 31(2):
689-697 (1983a).

Os compostos designados aqui como 6 (cicloastragenol-6-
p-D-glicopirandsido) e 7 (cicloastragenol-3-3-D-xilo-
pirandésido) foram obtidos por refluxo de uma solucdo de
astragaldésido IV (1) e acido sulfurico em metanol, seguido de
um tratamento padrdo e cromatografia em gel de silica, tal
como descrito na seccgdo experimental a seguir (exemplo 2).
Também se obteve o rearranjo do produto 5 (ndo reivindicado)

e de aglicona, isto é, cicloastragenol (2).

O composto de 1l6-ceto, 4, foil preparado por acetilacédo
dos grupos hidroxilo do glicdésido de astragaldsido 1V,
seguido de oxidacdo de clorocromato de piridinio do 16-
hidroxilo e restauracdo dos hidroxilos do glicdsido por
tratamento com boro-hidreto de sédio (ver Kitagawa et al.,

1983b, citado antes).
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A preparacdo dos varios aspetos das férmulas I-III, por
exemplo, o0s compostos gque tém varios graus de alquilacdo ou
de acilacdo ou os grupos ceto, podem ser preparados de acordo
com 0S processos conhecidos de sintese orgidnica, utilizando
materiais iniciais de ocorréncia natural e/ou disponiveis
comercialmente, tais como cicloastragenol, astragenol, o0s
astragaldsidos ou astraverrucinas ou panaxatriol, com
separacdo dos produtos, se necessario. Sdo dados varios
exemplos na seccdo experimental gque se segue. Por exemplo,
pode-se geralmente modificar seletivamente 0s grupos
hidroxilo 3-, 6- e/ou 16-, estericamente menos articulados,
por exemplo, por acilacdo. Se desejado, o0s grupos hidroxilo
gque ndo tenham reagido, podem entdo ser modificados
separadamente, por exemplo, por algquilacio, seguida de
eliminacdo eventual dos grupos acilo. 0Os compostos de férmula
I gue tém um anel fundido de ciclopropilo (por exemplo,
cicloastragendis) podem ser convertidos nos compostos que tém
um grupo 19-metilo e uma ligacdo dupla em 9-11 (por exemplo,
astragendis), por meio do tratamento com &cido sulfurico.
Esta reacdo pode ser acompanhada de desglicosilacdo, tal como

se mostra nas reacdes dos exemplos 9B e 10B, que se seguem.

IV. Determinacdo da atividade bioldgica

A. Protocolo de ensaio por TRAP

A capacidade de um composto para aumentar a atividade de
telomerase numa célula pode ser determinada utilizando o
ensaio de TRAP (protocolo da amplificacdo da repeticgdo
telomérica), gue é conhecido na técnica (por exemplo, Kim et
al., patente norte-americana N°. 5 629 154; Harley et al.,
patente norte-americana N°. 5 891 639). Tal como se utiliza
aqui, “a atividade de telomerase medida num ensaio por TRAP”

refere-se a atividade de telomerase conforme medida em
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queratindcitos ou fibroblastos, de acordo com o protocolo gue
se segue. A atividade é normalmente comparada com a atividade
semelhante, medida num ensaio de controlo dessas células (por
exemplo, uma atividade de telomerase 50 % superior a

observada num controlo de dissolventes).

As linhas de células apropriadas para serem utilizadas
num ensaio, preferencialmente, fibroblastos humanos normais
(FHN) ou queratindécitos humanos normais (QHN), podem ser
obtidos de fontes comerciais, tais como Cascade Biologics,
Portland, OR ou 4C Biotech, Seneffe, Bélgica ou da ATCC
(American Type Culture Collection). As linhas de células de
fibroblastos humanos normais da ATCC, que podem  ser
localizadas no sitio da internet da ATCC, incluem, por

exemplo, CCL135, CCL137 e CCL151.

As células sdo colocadas em placas aproximadamente a
5 000 células/poco, num meio de crescimento (por exemplo,
meio Epi-Life + suplemento de fator de crescimento de
gueratindcitos + CaCl, 60 mM, fornecido pela Cascade
Biologics, Inc.), durante dois dias. As composicdes do
ensaio, num dissolvente apropriado, tal como etanol a 95 % ou
DMSO, s&o adicionadas a pocos selecionados num intervalo de
concentracdes e sdo incubadas, durante 16-24 horas. Para os

dados aqui referidos, o dissolvente utilizado foi o DMSO.

Prepara-se uma solucdo de diluicdo de células por adicéo
de 3,0 mL de Nonidet® P40, 1,0 mL de tampdo de diluicdo CHAPS
(ver a sequir) e 1,0 mL de tampdo 10 x TRAP (ver a seguir), a
5,0 mL de Hy;O isento de DNase e de RNase. (dgua isenta de
DNase e de RNase pode ser gerada por tratamento com DEPC
(dietilpirocarbonato) ou adguirida em vendedores, tais como a

Sigma) .
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A morfologia das células tratadas é observada primeiro
ao microscédpio, para verificar gque ndo hd sinais wvisuais de
crescimento irreqgular. Retira-se o meio dos pocgos e lavam-se
as células, duas vezes, em STF (isento de Ca e Mg). Os pratos
sdo arrefecidos, preferencialmente, em gelo e adiciona-se o
tampao de dissolucgédo das células, (ver a seguir)
(aproximadamente 100 uL por pogo) e trituram-se com uma
pipeta, para baixo e para cima, varias vezes. Faz-se a

incubacdo das células em gelo, durante 1 hora.

Tampdo de Lise de CHAPS

Concentrado Para 1 mL Conc. final.
Tris-HC1 1 M, a pH 7,5 10 uL 10 mM
MgCl, 1 M 1 uL 1 mM

EGTA 0,5 M 2 uL 1 mM

AEBSF 100 mM 1 uL 0,1 mM
CHAPS® a 10 % 50 uL 0,5 %

ASB 1 mg 1 mg/mL
Glicerol a 100 % 100 uL 10 %

H,O isento de DNase e de RNase 936 upl (para 1mL)

“Adiciona-se o detergente de CHAPS imediatamente antes da wutilizacdo do tampdo de
dissolucdo. Além disso, adiciona-se ao tampdo de dissolugdo AEBSF (HC1 de fluoreto de 4-

(2-aminoetil) -benzeno-sulfonilo) imediatamente antes da etapa de extracédo.

Tampdo de 10 x TRAP

Concentrado Para 5 mL Conc. final.
Tris-HC1 1 M, a pH 8,3 1 mL 200 mM
MgCl, 1 M 75 uL 15 mM

KCl 1 M 2,15 mL 630 mM
Tween 20 (Boehringer Mannheim) 25 uL 0,5 %

EGTA 0,5 M 500 pL 10 mM

20 mg/mL de ASB 250 uL 1 mg/mL

38



Os materiais que se seguem combinam-se para gerar uma

mistura principal para RCP.

Concentrado Por reagdo (40 pL) Conc. final®
Tampdo de 10 x TRAP 5,0 pL Ix

dNTPs 2,5 mM 1,0 nL 50 uM
Iniciador Ci5-TS (0,1 mg/mL) 0,2 uL 0.4 ng/mL
Iniciador ACX (0,1 mg/mL) 1,0 pL 2 ng/mL
Padr&do interno TSU2 (1 pg/mL) 1,0 uL 20 fg/mL
Iniciador U2 (0,1 mg/mL) 1,0 pL 2 ng/mL
Tag-polimerase (5U/uL) 0,4 pL 2 unidades

30,4 plL (para 40 ulL
H,O isenta de DNase e de RNase
total)

“Com base no volume final de uma mistura de 40 pL de RCP mais 10 pL de agente de

dissolucdo de células = 50 pL.

A mistura para RCP inclui o0s seguintes componentes:
iniciador Ci5-TS, um oligonucledétido marcado com 5’-Cib5 com a
sequéncia 5’ -AAT CCG TCG AGC AGA GTT-3' (SEQ ID N°. 1), & um
substrato de telomerase. Consoante a atividade da telomerase
no meio, as repeticdes de teldmero (com a seguéncia
. .AGGGTT. .) serdo adicionadas ao substrato, para formar
produtos de telomerase, também referidos como produtos de
telomerase ou produtos de TRAP. O iniciador ACX, com a
sequéncia 5’-GCG CGG CTT ACC CTT ACC CTT ACC CTA ACC-3' (SEQ
ID N°. 2), é& um iniciador de retorno ancorado, gue hibrida

com ©0s produtos derivados de telomerase.

O padrdo interno TSUZ, um oligonucledtido com a
sequéncia 5’ -AAT CCG TCG AGC AGA GTT AAA AGG CCG AGA AGC GAT-
37; SEQ ID N°. 3), uma extensdo da sequéncia do iniciador TS,
¢ adicionado numa peguena gquantidade controlada para fins de
quantificacdo. O iniciador U2, com a sequéncia 5’-ATC GCT TCT
CGG CCT TTT (SEQ ID N°. 4), ¢é um 1iniciador de retorno

concebido para hibridar com a regido 3’ do padrdo interno.
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Adiciona-se uma amostra do produto da dissolucdo de
células (10 uL) a 40 ulL desta mistura para RCP, num tubo de
reacdo e faz-se a incubacdo da mistura, a temperatura
ambiente (30 °C), durante 30 minutos. Faz-se a RCP por
incubacdo da mistura as temperaturas que se seguem, durante
0s tempos indicados: 94 °C/30 s, 60 °C/30 s e 72 °C/30 s;
repete-se este ciclo de trés etapas para fazer 20-30,

preferencialmente, 31 ciclos.

Adiciona-se corante de carga contendo, por exemplo, azul
de bromofenol e xileno-cianol e submetem-se as amostras a uma
PAGE de ndo desnaturacdo a 10-15 %, em 0,6x TBE, até o azul
de bromofenol desaparecer do gel. Observa-se a formacao do
produto, por exemplo, utilizando um aparelho de imagiologia
de fluor, para a detecdo dos produtos de telomerase marcados

com CY5 (excitacdo maxima a 650 nm; emissdo maxima a 670 nm).

A  quantidade final do padrdoc interno TSUZ, apds
amplificacdo, é geralmente de 5-10 mole por 50 plL da mistura
reacional. O controlo interno d& origem a um produto
egspecifico da amplificacdo por RCP de 36-mer, Jue aparece
como uma banda distinta no gel, abaixo do primeiro produto de
adicdo de teldbmeros (isto &, o produto de uma adicdo de
teldbmero ao oligonucledtido TS, seguido da amplificacdo com
um iniciador de retorno ACX). Esta banda de controlo interno
pode ser utilizada para normalizar as amplificacdes por RCP a

partir de diferentes amostras.
O numero relativo de moléculas de produto de telomerase
(TM) gerado neste ensaio determina-se de acordo com a férmula

seguinte:

TM = (Tprodutos de TRa? — Tpkp1) / (Tpadrao Interno — TBk2)
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em gue: Tproqutos de TRap & & 1intensidade total medida no gel para
todos os produtos de telomerase, Terp1 € a intensidade inicial
medida numa coluna em branco para uma area equivalente em
dimensdo a A4rea dos produtos de telomerase, Tpadrao interne & &
intensidade da banda do padrdo interno e Tgxpy € a intensidade
inicial medida numa coluna em branco para uma A4rea
equivalente em dimensdo a area englobada pela banda do padrédo
interno. O numero resultante & o numero de moléculas dos
produtos de telomerase gerado para um dado tempo de

incubacdo, em que, para os fins da determinacdo de TM, &

designado aqui como 30 minutos.

Os compostos preferidos de fdédrmulas I, II ou III, tal
como foi descrito antes, sdo capazes de produzir, a uma
concentracdo de 1 ug/mL ou menos, um nivel de atividade de
telomerase nos fibroblastos ou nos queratindcitos pelo menos
25 % superior ao nivel dessa atividade observado num
dissolvente de controlo. Mais preferencialmente, o composto é
capaz de produzir, a uma concentracdo de 1 npg/mL ou menos,
uma atividade de telomerase pelo menos 50 % superior a
observada num dissolvente de controlo. Atividades ainda mais
potentes podem ser apropriadas para algumas aplicacdes, tais
como compostos gue produzem atividades de telomerase pelo
menos 75 %, 100 % ou 500 % superior ao nivel dessa atividade
observada num dissolvente de controlo, conforme medido num

ensaio de TRAP descrito, a uma concentracdo de 1 upg/mL ou

menos.

B. Resultados dos exemplos do ensaio de TRAP

A eficdcia do aumento da atividade de telomerase foi
avaliada para os compostos de férmula I anteriores, em varias
concentracdes. 0s ensaios realizaram-se em células HEKneoP

(queratindcitos neonatais), de acordo com o protocolo
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descrito antes. As concentracdes variaram entre

aproximadamente 0,031 puM e 10 uM, em DMSO.

Tal como se mostra na fig. 2, para composicdes contendo

o composto 1 (astragaldsido IV), a atividade de telomerase

\C

aumentou com o aumento da concentracdo até cerca de 360 % do
controlo, a 1,0 uM, depois decresceu a medida gue a
concentracdo aumentou até 10 uM. Como se mostra na fig. 2,
para as composicdes contendo 2 (cicloastragenol), a atividade
de telomerase aumentou até cerca de 300 % do controlo, a
0,11 pM (em comparacgdo com cerca de 200 % em células tratadas

com FCE (fator de crescimento epidérmico) 10 nM) e depois

diminuiram com outros aumentos da concentracdo.

A tabela 1 dé&, para as composicdes contendo cada um de
0s compostos ilustrados nas figs. 1A-G, a concentracdo minima
eficaz (CME) do composto que produziu um nivel de atividade
de telomerase duas vezes 0 qgue se observou no DMSO de

controlo (isto é, 100 %) superior).

Tabela 1
Designacao Nome CME, pM
1 Astragaldsido IV 0,01
2 Cicloastragenol 0,01
3 Astragenol 0,03
4 Astragaldsido-IV-16-ona 0,03

20R,24S-epoxi-3p,16p,25-tri-hidroxi-9p3-

metil-19-norlanost-1, 5-dieno

6 Cicloastragenol-6-p-D-glicopirandsido 3,2
7 Cicloastragenol-3-p-D-xilopirandsido 3,2
8 Ginsendsido RHI 10
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C. Protocolo do ensaio da cura de feridas

Os compostos de férmula I-III podem ser utilizados para
promover a cura de feridas, queimaduras, abrasdo ou outros
estados clinicos agudos ou crdnicos da epiderme, conforme vai
ser discutido a seguir. Tal como se utiliza aqui “atividade
de cura de feridas conforme medida num ensaio de arranhdes”
refere-se a atividade, conforme medida em gueratindcitos ou
em fibroblastos, de acordo com o protocolo gue segue e

expressa como o valor CF ilustrado na férmula que se segue.

Colocaram-se as células num frasco (5 x 10° células por
frasco) e fez-se a sua cultura, durante dois dias, numa
camara htumida, a CO, a 5 %, a 37 °C. Para criar a “ferida”,
utiliza-se uma pipeta de pléstico de 2 mL, gue se raspa para
“arranhar” a superficie da célula. A ferida ideal tem
aproximadamente 2-3 mm de largura e 50 mm de comprimento (ao
longo do eixo do X do frasco de cultura de tecidos). As
células sdo novamente tratadas com meio contendo quer veiculo
(DMSO; amostra de controlo) ou composicdes de ensaio em
concentracdes multiplas. Identifica-se uma &rea de ferida,
marca-se o frasco e documenta-se o aparecimento das células
fotograficamente, ao longo de 3-4 dias continuos de

observacdo da cultura de células.

A quantidade de fecho da ferida determina-se medindo a
largura da ferida ao longo do tempo para as amostras tratadas
com o0s compostos, relativamente as c¢élulas tratadas com o
veiculo ou a outras células de controlo. As medicgdes séao
realizadas a partir das fotografias tiradas para cada uma das
amostras nos dias 1 (imediatamente apds o arranhdo), 2, 3 e
4. A percentagem de cura de feridas (também expressa como
“Yatividade de cura de feridas”) calcula-se pela seguinte

férmulac

43



CF = 100 - [100 x L,/Lgl,

em que L, € a largura da ferida no dia n e Ly €& a largura da

ferida no dia um (isto &, imediatamente apds o arranhio).

Os compostos de férmula I-IITI preferidos, tal como foram
descritos antes, sédo capazes de produzir, a uma concentracio
de 1 pg/mL ou menos, uma quantidade da cura da ferida
(atividade de cura da ferida), num ensaio de arranhdo de
gueratindécitos ou de fibroblastos, tal como foi descrito
antes, em que é pelo menos 25 % superior ao observado em
células de controlo ou ndo tratadas. Atividades ainda mais
potentes podem ser apropriadas para algumas aplicacdes, tal
como compostos que produzem, a uma concentracdo de 1 pg/mL ou
menos, uma quantidade de cura da ferida, num ensaio de
arranhdo de queratindécitos ou de fibroblastos, em que é pelo

[©)

menos 50 % ou 100 % superior ao observado em células de

\C

controlo ou ndo tratadas.

D. Exemplos dos resultados dos ensaio de arranhdes

A atividade de cura de feridas dos —compostos 1
(astragaldsido IV) e 2 (cicloastragenol) da presente invencdo
foi avaliada em queratindcitos envelhecidos, por wvia de um
ensalio de arranhédes, tal como foi descrito antes. Os
resultados de um ensaio tipico estdo ilustrados na fig. 4, em
que a fila do topo das imagens mostra as células de controlo
(tratadas com dissolvente, DMSQO) e as filas do fundo mostram
as células tratadas com 0,1 pg/mL (cerca de 0,13 uM) de 1, no
mesmo dissolvente. As células tratadas confluiram ao 4° dia,
em contraste com as c¢élulas de controlo, nas gquais uma
“ferida” com uma dimensdo aprecidvel permaneceu no 4° dia.

Verificaram-se resultados semelhantes com esta composicdo e
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com 2 (cicloastragenol) 0,01 uM, em gqueratindcitos Jjovens,

como se mostra na fig. b.

A figura 6 ilustra mostra a atividade de cura de feridas
de uma composicdo contendo 1 (astragaldsido Iv), em
queratindécitos de adulto envelhecidos, conforme medido num
ensaio semelhante, na presenca ou na auséncia de um oligo-
nucledétido de inibicdo de telomerase (GRN163) e de um oligo-
nucledtido de controlo (GRN137227). Tal como se mostra, o
oligonucledtido de inibicdo de telomerase, GRN163, blogueia
os efeitos da cura da ferida da composicdo 1; o efeito do
oligonucledtido de controlo, GRN137226, é minimo. (GRN163 &
um oligonucledtido inibidor de telomerase que se dirige a
regido matriz do componente de ARN de telomerase.
Especificamente, GRN163 & um oligonucledtido de tio-
fosforamidato de N3’'-P5’, de 13-mer, descrito em detalhe na
publicacdo PCT N°. WO 01/18015. GRN137227 & um oligo-
nucledtido de controlo de tiofosforamidato de N3’'-P57, de 13-

mer, com uma sequéncia desemparelhada).

A tabela 2 a seguir mostra os valores de CF (atividade
de cura de feridas) para os compostos 1 e 2 utilizados nos
ensaios de arranhdes, ilustrados nas figs. 5 e 6, com base

nos resultados desses ensaios, utilizando a férmula ilustrada

antes.
Tabela 2
Largura aproximada da ferida CF CF _
(unidades arbitrarias) controlo | ¥ ensaio
Controlo |Controlo [Ensaio |Ensaio
Dia 1 Dia 4 Dia 1 | Dia 4
Fig. 4 (1) 22 10 17 0 54,5 100
Fig. 5 (1) 19 9 18 0 52,6 100
Fig. 5 (2) 19 9 21 2 52,6 90,5
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A figura 7 ilustra graficamente o fecho da ferida como
uma percentagem de controlo para o composto 1 (astragaldsido
Iv) da presente invencéo, em queratindécitos neonatais
envelhecidos, na presenca ou na auséncia de um inibidor de
telomerase (GRN163) e em comparacao com 50 ng/mL
(aproximadamente 2 mL) de FCDP (fator de crescimento derivado
de plaquetas). Tal como se mostra, a eficidcia do composto 1
foi compardvel a de FCDP e foi novamente blogueada pela

adicdo de GRN163.

V. Selecdo de compostos adicionais

A presente invencdo também tem por objeto processos de
selecdo de compostos adicionais eficazes para aumentar a
atividade de telomerase, rastreando derivados dos compostos
de férmula I, II ou III num ensaio de TRAP, tal como descrito
agqui. Neste aspeto, um “derivado” inclui um composto
produzido por modificacdo de um composto de fdérmula I, II ou
ITI, de uma ou mais das seguintes maneiras: conversdo de um
grupo hidroxilo c¢com um carbamato de algquilo inferior,
halogéneo, tiol, tioéter de alquilo inferior, amino, (alguil
inferior)-amino, (algquil inferior)-amida, aldeido ou o grupo
ceto; adicdo de um grupo alquilo inferior a esse aldeido ou
grupo ceto ou a um Jgrupo ceto existente (por exemplo,
alguilacdo, com formacdo de mais um grupo hidroxilo); adicéo
de halogéneo, hidroxilo e/ou hidrogénio a uma ligacdo dupla
carbono-carbono; eliminacdo de um grupo hidroxilo (isto ¢é,
conversdo para hidrogénio); e inversdo da estereoquimica de
um ou mais centros gquirais, preferencialmente, um centro
quiral portador de oxigénio. Tal como se utiliza aqui, um
“derivado” produzido por estas modificacgdes, exclui os
préprios compostos de férmulas I, II e III, tal como foi

definido antes.
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Todas estas modificacdes podem ser conseguidas
utilizando processos-padrdo de sintese, utilizando reacdes de
sintese bem conhecidas, tais como substituicdo nucleofilica,
gue pode incluir a conversdo de um grupo hidroxilo num grupo
eliminavel melhor, tal como tosilato; esterificacéo;
alquilacéao; oxidacéao; reducdo; halogenacéo; hidratacéo;

hidrogenacdo; etc.

Um derivado de um composto de férmula I, II ou III,
formulado num meio dissolvente apropriado, a uma ou mais
concentracdes, ¢ rastreado por um ensaio de TRAP de
queratindécitos ou fibroblastos, tal como foi descrito antes.
Os derivados preferidos para selecdo incluem o0s gue sdo
eficazes, guando formulados num dissolvente, a uma
concentracdo de 1 upg/mL ou menos, para produzir um nivel de
atividade de telomerase em queratindcitos ou fibroblastos,
conforme medido num ensaio de TRAP, ¢é pelo menos 50 %
superior ao que foi medido nas referidas células tratadas com

o referido dissolvente.

Alternativamente ou adicionalmente, um derivado de
fébrmula I, II  ou III, formulado num meio dissolvente
apropriado, em uma ou mais concentracdes, é avaliado gquanto a
atividade de cura de feridas num ensaio de arranhfes, tal
como foi definido antes. Os derivados preferidos para a
selecdo incluem os que tém uma atividade de cura de feridas,
a uma concentracdo de 1 npg/mL ou menos, pelo menos 25 %

°

superior e, mais preferencialmente, pelo menos 50 % superior

a de um dissolvente de controlo.

VI. Indicacgdes terapéuticas e processos de tratamento

A presente 1invencdo tem por objeto processos para

aumentar a atividade de telomerase numa célula, por meio do
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contacto de uma célula ou de um tecido com uma formulacd&o de
um composto isolado de férmula I, II ou III, conforme
descrito na seccdo II anterior, numa guantidade eficaz para
aumentar a atividade de telomerase na célula. O processo pode
incluir a etapa preliminar de identificacdo de uma célula ou
de um tecido no gual se deseja um aumento da atividade de
telomerase. A célula pode estar em cultura, isto é, in vitro

ou ex vivo ou dentro de um individuo ou doente in vivo.

Os beneficios qgue se pretendem realizar, a partir do
aumento da atividade de telomerase numa célula ou num tecido
incluem, por exemplo, o aumento da capacidade de replicacéo
e/ou o tempo de vida das células contactadas. O processo pode
ainda compreender o diagndéstico de um estado clinico de um
individuo ou de um doente, em que o aumento da atividade de
telomerase nas células ou nos tecidos do doente é desejado;
por exemplo, o diagndéstico de uma doenca de um individuo, gue
vali ser tratado por meio do aumento da atividade da
telomerase em células ou tecidos. De acordo com 1isto, a
presente invencdo tem por objeto processos de tratamento de
um estado c¢linico de um doente, gque necessite desse
tratamento, com uma quantidade eficaz de um composto de
férmula I, II ou III, conforme descrito na seccdo 1II
anterior. Uma “quantidade eficaz” refere-se a uma quantidade
eficaz para aumentar a atividade da telomerase nas células ou
nos tecidos de um doente, de forma a atingir-se um resultado

terapéutico.

Esses estados <c¢linicos podem incluir, por exemplo,
estados clinicos associados a senescéncia celular ou com uma
taxa acrescida de proliferacdo de uma célula na auséncia de
telomerase, o0 que leva a acelerar a perda de repeticdes de
teldbmeros. Por “taxa acrescida de proliferacido” entende-se

uma maior taxa de divisdo de células em comparacdo com as
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células normais desse tipo de células ou em comparagdo com
células normais desse tipo de células em outros individuos. A
senescéncia desses grupos de células numa idade anormalmente
precoce pode, eventualmente, levar a doenca (ver West et al.,

patente norte-americana N°. 6 007 989).

Existem varios estados de doenca nos gquais um aumento da
atividade de telomerase, nalguns tipos de células, pode ser
benéfico. De acordo com 1isto, a presente invencdo tem por
objeto processos de tratamento de estados c¢linicos de
doentes, que se selecionam a seguir, por meio do aumento da
atividade de telomerase nas células do doente, compreendendo
a administracéo, a um individuo gue necessite desse
tratamento, de uma quantidade eficaz de um composto de
férmula I, II ou III, tal como foil descrito antes. Nalguns
casos, 0o estado clinico também pode ser submetido ao
tratamento por meio de uma terapéutica com células ex vivo,
tal como se descreve a seguir, utilizando os tipos de células

associadas (indicados entre paréntesis).

(a) doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, doenca de
Huntington e acidente wvascular cerebral (células do
sistema nervoso central, incluindo neurédénios, células
gliais, por exemplo, astrdcitos, células endoteliais,
fibroblastos),

(b) doencas da pele relacionadas com a idade, tais como
atrofia dérmica e emagrecimento da derme, elastdlise e
enrugamento da pele, hiperplasia ou hipoplasia das
gladndulas sebdceas, lentigo senil e outras anomalias da
pigmentacdo, embranquecimento do cabelo e perda de
cabelo ou emagrecimento do cabelo ou Ulceras crdnicas da
pele (fibroblastos, células das glédndulas sebéaceas,

melandcitos, queratindcitos, células de Langerhan,
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células endoteliais microvasculares, células dos
foliculos pilosos),

(c) doencas articulares degenerativas (células da
cartilagem articular, tais COomo condrdbdcitos e
fibroblastos lacunares e fibroblastos sinoviais),

(d) osteoporose e outros estados clinicos degenerativos
do sistema do esqueleto (células do sistema do
esqueleto, tais como osteoblastos, células do estroma da
medula-bssea ou do mesénquima, células osteopro-
genitoras),

(e) doencas relacionadas com a idade e com o stress do
sistema wvascular incluindo aterosclerose, calcificacéo,
trombose e aneurismas (células do sistema cardiaco e
vascular, i1ncluindo c¢élulas endoteliais, c¢élulas do
musculo liso e fibroblastos adventicios),

(f) degeneracdo macular relacionada com a idade (células
dos olhos, tais como células do epitélio pigmentado e
células endoteliais),

(g) SIDA (células CD8' restritas ao VIH); e

(h) insuficiéncias do sistema 1munitdrio relacionadas
com a l1dade e com o stress, incluindo insuficiéncias da
renovacdo dos tecidos, que ocorre com o envelhecimento
natural, com o cancro, com a terapéutica do cancro, com
infec¢cdes agudas ou crdnicas ou com disturbios genéticos
gue causam uma renovacido acelerada de células e anemias
relacionadas com outros estados clinicos degenerativos
(outras células do sistema imunitédrio, incluindo células
das linhas de 1linfdéides, mieldides e eritrdides, tais
como linfécitos B e T, mondcitos, macrdfagos do tecido
circulante e especializado, neutrdédfilos, eosindfilos,
baséfilos, células AN (assassinas naturais, em 1inglés

NK) e o0s seus respetivos progenitores).
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Para além dos tipos de células indicados antes, podem
também ser benéficos, sob o ponto de vista terapéutico,
outros tipos de células em gque se dé um aumento da atividade
de telomerase incluindo esses tipos de células, mas ndo se
limitando a células do figado, gladndulas enddcrina e
exbdbcrina, musculo liso ou musculatura do esgueleto. De acordo
com a presente invencdo, o0s compostos destinam-se a ser
utilizados no tratamento de infecdes por VIH. No caso de
individuos infetados com VIH, a renovacdo das células CD8'
aumenta a medida que estas células tentam controlar o nivel
de células CD4' infetadas por VIH. Na SIDA (item (g)
anterior) cré-se gue a doenca seja causada pela senescéncia
precoce das células CD8' restritas ao VIH. O envelhecimento
dessas células ndo sbé & atribuido a gquantidade anormal de
perda de sequéncias de teldmeros por duplicacdo das células,
mas, além disso, ao aumento da taxa de replicacdo das
células, de tal modo que o desgaste dessas células é superior
ao normal para esse grupo de células. A presente invencdo tem
por objeto compostos para serem utilizados em processos de
tratamento de um individuo infetado com VIH e, mais
particularmente, de reducdo da senescéncia precoce de células
CD8' restritas ao VIH num individuo infetado com VIH, por
meio da administracdo ao individuo gque necessita desse
tratamento de uma quantidade eficaz de um composto, conforme
se especifica nas reivindicacdes. Um aumento da atividade da
telomerase pode beneficiar as células que ndo se dividem,
assim como, as células que proliferam, por exemplo, em
condicdes associadas com a suscetibilidade acrescida a morte
das células devido ao stress, tal como isquémia na
insuficiéncia cardiaco ou no acidente wvascular (ver, por
exemplo, Oh and Schneider, J Mol Cell Cardiol 34 (7): 717-24;
Mattson, Exp Gerontol. 35(4):489-502). A presente invencéao
providencia assim processos de reducdo da morte das células

num individuo, induzida por lesdes do ADN ou por stress, tal
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como num individuo gque experimente condicgles isquémica de
tecidos devido a insuficiéncia cardiaca ou acidente wvascular,
aumentando a atividade de telomerase nas células do
individuo, compreendendo a administracdo a esse individuo gue
necessita desse tratamento, de uma gquantidade eficaz de um
composto de fédrmula I, II ou III, conforme descrito na seccgdo
IT anterior. Tal como ja& se fez notar antes, o processo pode
incluir a etapa preliminar de diagndéstico num individuo do

estado clinico indicado.

Noutro aspeto, as composicdes podem ser utilizadas para
0 tratamento de individuos, em gque um ou mais tipos de
células estdo limitadas nesse doente e cuja vida pode ser
prolongada por meio do prolongamento da capacidade dessas
células para continuar a sua replicacdo ou para resistirem a
morte de células induzida por stress. Um exemplo desse grupo
de células diz respeito aos linfdécitos presentes nos doentes
com sindrome de Down. A presente invencdo tem assim também
por objeto um processo de aumento da capacidade replicativa
e/ou do tempo de vida dos linfécitos presentes num doente com
sindrome de Down, por meio do aumento da atividade de
telomerase nas referidas células do doente, compreendendo a
administracdo a esse doente de uma quantidade eficaz de um
composto de fédrmula I, II ou III, conforme descrito na seccgdo
IT anterior. As composicdes podem também ser utilizadas para
aumentar a resisténcia a morte das c¢élulas induzida por

sStress, gue ocorre durante o envelhecimento normal.

Noutro aspeto da presente invencdo, o aumento da
atividade de telomerase é eficaz para promover a cura de
feridas, queimaduras, efeitos de abrasdo ou outros estados
clinicos agudos ou crdénicos da epiderme. A presente invencdo
providencia assim um processo de tratamento de um estado

clinico agudo ou crbénico da epiderme, por meio da
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administracdo, a um doente gque necessite desse tratamento,
preferencialmente topicamente na 4rea afetada, de uma
qgquantidade eficaz de uma formulacdo de um composto isolado de
férmula I, II ou III, tal como descrito na secgdo 1II

anterior.

Tal como se utiliza aqui, um “estado clinico agudo ou
crbénico da epiderme”, inclui estados clinicos agudos, tais
como lesb®es sofridas em traumatismos, gqueimaduras, efeitos de
abrasdo, incis®es cirurgicas, sitios de enxerto de dadores e
les®es causadas por agentes infecciosos e estados clinicos
crénicos, tals como UGlcera venosa crdnica, Ulcera diabética,
Ulcera de compressido, herpes de pressdo e Ulceras ou herpes
da superficie da mucosa. Também estdo incluidas lesdes
superficiais da pele ou epiteliais causadas por um estado
clinico inflamatdrio persistente ou por uma infecdo ou por um
defeito genético (tal como formacdo de coloides e anomalias
da coagulacdo). Ver, por exemplo, a publicacdo PCT N°.

WO 02/91999.

Os efeitos desejdveis de um aumento da atividade de
telomerase nesse tratamento incluem a proliferacdo ou a
migracdo de células no sitio do tratamento, a epitelializacéo
da superficie, o sarar de uma ferida se durante o caso ou a
restauracao da funcéao fisioldgica normal. Por
“Yepitelializacdo” ou “re-epitelializacdo” de um sitio de
tratamento, significa um aumento da densidade das células

epiteliais nesse sitio, em resultado da terapéutica aplicada.

O processo também pode ser utilizado para aumentar o
crescimento de células enxertadas. Os efeitos desejaveis no
aumento da atividade de telomerase, num desses tratamentos
incluli a cobertura do sitio de tratamento, a sobrevivéncia

das células enxertadas, a falta de rejeicdo imunitéria, o
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fecho de uma ferida, se estiver presente ou a restauracdo da
funcdo fisioldgica normal. As células enxertadas podem
participar no fecho da ferida, gquer participando diretamente
no processo de cura (por exemplo, tornando-se parte do tecido
da cura) ou cobrindo a ferida e assim providenciando um

ambiente gque promova a cura por meio de células hospedeiras.

A presente invencdo também contempla a manipulacdo da
pele e a reparacdo de quaisquer defeitos percebidos na
superficie da pele para outras finalidades, tais como
melhorias cosméticas. Noutro aspeto, 0s processos e
composicdes da presente invencdo podem ser utilizados para
aumentar a capacidade de replicacdo e/ou estender o tempo de
vida das células em cultura, por exemplo, na terapia de
células ex vivo ou producdo de anticorpos monoclonais, por
meio do aumento da atividade de telomerase nas células. O
aumento da atividade de telomerase aumenta a capacidade
replicativa dessas células por meio do retardamento da perda
de repeticdes de teldmeros e/ou aumentando a resisténcia a
morte das células induzida por stress durante a proliferacéo

de células.

No caso de aplicacdes ex vivo, adiciona-se uma
quantidade eficaz de um composto de férmula I, II ou III, tal
como foi definido antes, a células de explantes obtidos a
partir de um individuo. Uma “quantidade eficaz” refere-se a
uma guantidade eficaz para aumentar a atividade de telomerase
nas células, aumentando assim a capacidade replicativa e/ou

aumentando o periodo de vida das células.

As células de explantes podem incluir, por exemplo,
células estaminais, tals como células estaminais de medula
bssea (patente norte-americana N°. 6.007.989), células do

estroma da medula &éssea (Simonsen et al., Nat Biotechnol
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20(6): 5%92-06, 2002) ou células adrenocorticais (Thomas et
al., Nat Biotechnol 18(1):39-42, 2000). Os estados clinicos
de doencas, tais como as indicadas nos itens (a) - (g)
anteriores podem também ser submetidos a uma terapéutica a
base de células ex vivo. Os seus exemplos incluem a
utilizacdo de células satélites do musculo para o tratamento
de distrofia muscular, osteoblastos para tratar osteoporose,
células epiteliais da retina pigmentadas para a degeneracdo
macular relacionada com a idade, condrdécitos para

osteoartrite e etc.

Por exemplo, o reconhecimento que as células funcionais
CD8' estdo limitadas em doentes com SIDA para controlar a
expansdo de células CD4' infetadas, permite visualizar um
protocolo terapéutico, em que as células CD8' restritas a VIH
sdo eliminadas do 1individuo infetado com VIH num estado
precoce, quando a SIDA durante detetada pela primeira vez,
depois sdo armazenadas num banco e mais tarde podem ser
reintroduzidas no individuo, gquando esse individuo Jj& néo
tiver disponivel as células CD8' necessdrias. Assim, a vida
de um individuo pode ser prolongada por um protocolo gue
envolve a administracdo continuada dessas células limitantes
do individuo, nos momentos apropriados. Estes momentos
apropriados podem ser determinados seguindo a senescéncia das
células CD8' ou determinando o comprimento dos teldémeros
dentro dessas células CD8', como uma indicacd&o do momento em
que essas células se vdo tornar senescentes. De acordo com a
presente memdbéria descritiva, as células armazenadas podem ser
expandidas num certo numero, na presenca de um agente gue
retarda a perda das repeticdes de teldmeros, 1isto &, um
composto de fédrmula I, II ou III, conforme descrito na seccgdo

IT anterior.
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De acordo com isto, a presente invencdo tem por objeto
processos de terapéutica a base de células ex vivo, gue
incluem a obtencdo de uma populacdo de células de um
individuo e a expansido de uma populacdo de células ex vivo,
em gue a populacido de células é tratada com um composto de
férmula I, II ou III, conforme descrito na seccdo 1II
anterior, numa quantidade eficaz para aumentar a atividade de
telomerase e assim aumentar a capacidade de replicacdo e/ou
prolongar a vida da populacdo de células. O processo inclui
geralmente o diagndéstico, num individuo, do estado clinico
desse individuo para ser tratado por terapéutica a base de

células ex vivo, tal como referido anteriormente.

Noutra modalidade, a presente invencdo tem por objeto um
processo de proliferacdo de células estaminais, em gque se
trata a populacdo de células estaminais com um composto de
férmula I, II ou III, conforme descrito na seccdo 1II
anterior, numa quantidade eficaz para aumentar a atividade de
telomerase e assim aumentar a capacidade replicativa e/ou

prolongar a vida dessa populacido de células.

VII. Formulacdes e processos de administracdo

A presente invencdo engloba processos de preparacido de
composicdes farmacéuticas uUteis para aumentar a atividade
telomerase numa célula e/ou para promover a cura de feridas.
De acordo com isto, combina-se um composto isolado de férmula
I, II ou III, conforme descrito na seccdo II, com um
excipiente farmacéutico e, eventualmente, com outros agentes
clinicos, adjuvantes e similares, que podem incluir
ingredientes ativos e inativos. As composicdes podem ter a
forma de um sdélido, semissdlido, pd liofilizado ou formas
farmacéuticas liquidas, tais como, por exemplo, comprimidos,

cépsulas, formulacdes de libertacdo sustentada, solucgdes,
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suspensdes, emulsdes, supositdrios, cremes, pomadas, locgdes,
aerossodis ou similares. As formulagdes podem ser
providenciadas em formas farmacéuticas unitdrias apropriadas

para administracdo simples das doses precisas.

Pode-se formular um composto isolado de férmula I, II ou
IIT como um suplemento dietético ou um nutracéutico, para
administracd&o oral. Para uma formulacdo nutracéutica ou uma
formulacdo farmacéutica oral, o0s excipientes apropriados
incluem graus farmacéuticos de veiculos, tais como manitol,
lactose, glicose, sacarose, amido, celulose, gelatina,
estearato de magnésio, sacarina sdédica e/ou carbonato de
magnésio. Para wutilizar em formulacdes 1ligquidas orais, a
composicdo pode ser preparada sob a forma de solucéo,
suspensédo, emulsdo ou xarope, sendo fornecida quer na forma
sb6lida, guer na forma liguida, apropriada para hidratacdo num
veiculo aquoso, tal como, por exemplo, solucdo salina aguosa,
dextrose aquosa, glicerol ou etanol, preferencialmente, agua
ou soro fisioldgico normal. Se desejado, a composicdo também
pode conter gquantidades menores de substincias auxiliares néao
tbdxicas, tais como agentes de molhagem, agentes emulsionantes
ou tampdes. Também se pode incorporar um composto isolado de
férmula I, II ou IIT, em formulacdes nutracéuticas
existentes, tais como  as que estéo convencionalmente
disponiveis, gque podem também incluir um extrato herbaceo,

tal como um extrato de Astragalus membranaceus.

Para se utilizar na cura de feridas ou no tratamento de
outros estados agudos ou crénicos da epiderme, formula-se um
composto de férmula I, II ou III para administracdo tépica. O
veiculo para aplicacdo tépica pode estar numa ou varias
formas, por exemplo, uma locdo, um creme, um gel, uma pomada,
um stick, um aerossol ou uma pasta. Estas formas de produto

podem ser formuladas de acordo com processos bem conhecidos.
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Podem conter varios tipos de wveiculos, incluindo, mas ndo se
limitando a solucgdes, aerossdis, emulsdes, géis e lipossomas.
O veiculo pode ser formulado, por exemplo, como uma emulséo,
com uma base de 6leo em agua ou agua em bleo. Os componentes
hidrofébicos (oleosos) apropriados, utilizados nas emulsdes,
incluem, ©por exemplo, &leos vegetails, gorduras e O&leos
animais, hidrocarbonetos sintéticos e o0s seus ésteres e
4dlcoois, incluindo poliésteres, assim como, &bleos de organo-
polisiloxano. Estas emulsdes também incluem um emulsionante
e/ou um tensiocativo, por exemplo, um tensioativo ndo idnico,
tal como sdo bem conhecidos na técnica, para dispersar e

suspender a fase descontinua dentro da fase continua.

A formulacdo tépica normalmente contém um ou mais
componentes selecionados entre um agente estruturante, um
agente espessante ou gelificante e um emoliente ou
lubrificante. Os agentes estruturantes frequentemente
utilizados incluem &lcoois de cadeia longa, tais como &alcool
de estearilo e éteres de glicerilo ou ésteres de glicerilo e
éteres de oligo (6xido de etileno) ou os seus ésteres. O0s
agentes espessantes e gelificantes incluem, por exemplo,
polimeros de acido acrilico ou metacrilico e 0s seus ésteres,
poliacrilamidas e espessantes de ocorréncia natural, tais
como agar, carragenano, gelatina e goma de guar. Exemplos de
emolientes incluem ésteres de triglicéridos, ésteres de
4dcidos gordos, amidas, ceras, tais como cera de abelha,
espermacéticos ou cera de carnauba, fosfolipidos, tais como
lecitina e esterdis e o0s seus ésteres de A4acidos gordos. As
formulacdes tdépias podem ainda incluir outros componentes tal
como sdo conhecidos na técnica, por exemplo, astringentes,
fragrédncias, pigmentos, agentes que melhoram a penetrac¢do na

pele, protetores solares, etc.
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As composicdes farmacéuticas podem também ser formuladas
para administracdo parentérica, transdérmica ou por inalacdo.
Uma composigdo injetdvel para administracdo parentérica
normalmente contém o composto ativo numa solucdo apropriada
para Iv, tal como uma solucéo salina fisioldbgica
esterilizada. A composicdo também pode ser formulada sob a
forma de uma suspensdo num lipido ou num fosfolipido, numa

suspensédo lipossdmica ou numa emulsdo aguosa.

Para administracdo por inalacdo, o composto ativo é
formulado sob a forma de particulas de aerossdis sdbdlidas ou
liguidas. A formulacdo pode também incluir um propelente e/ou
um dispersante, tal como lactose, para facilitar a formacdo
do aerossol. Para a administracdo transdérmica, o composto
ativo é incluido, preferencialmente, num adesivo trans-
dérmico, gque permite uma libertacdo lenta do composto para
uma regido selecionada da pele e que pode também incluir
substidncias gue aumentam a permeacdo, tais como 4&lcoois

alifdticos ou glicerol.

Os processos para a preparacdo dessas formulagdes sdo
conhecidos ou serdo evidentes para o0s especialistas nesta
técnica; por exemplo, ver Remington’s Pharmaceutical Sciences
(19th Ed., Williams & Wilkins, 1995). A composicdo gue vai
ser administrada 1ir4d conter uma quantidade do composto
selecionado, numa quantidade eficaz sob o ponto de wvista da
seguranca farmacéutica, para aumentar a atividade de

telomerase nas células ou nos tecidos-alvo.

Preferencialmente, a composicao farmacéutica ou
nutracéutica contém pelo menos 0,1 % (p/v) de um composto de
férmula I, IT ou III, tal como foi definido antes,
preferencialmente, superior a 0,1 % até cerca de 10 &%,

preferencialmente, até cerca de 5 % e, mais
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preferencialmente, até cerca de 1 % (p/v). A escolha de uma
concentracdo apropriada depende de fatores, tais como a dose
desejada, a frequéncia e o processo de administracdo do

agente ativo.

Para o tratamento de um individuo ou de um doente, tal
como um mamifero ou um doente humano, determinam-se as doses
com base em fatores, tais como o peso e estado geral de saude
do individuo, o estado clinico a ser tratado, a gravidade dos
sintomas, etc. As doses e concentracdes determinam-se para
produzir o efeito benéfico desejado ao mesmo tempo gue evitam
quaisquer efeitos secundarios indesejaveis. As doses tipicas
dos compostos em questdo, estdo num intervalo de cerca de 0,5
e 500 mg/dia para um doente humano, preferencialmente, cerca
de 1-100 mg/dia. Por exemplo, regimes de doses mais altas
incluem, por exemplo, 50-100, 75-100 ou 50-75 mg/dia e
regimes de doses mais baixas incluem, por exemplo, 1-50, 25-
50 ou 1-25 mg/dia. Em modalidades especificas, por exemplo, o
composto designado agui como 2 (cicloastragenol) é
administrado a um nivel de pelo menos 1 mg/dia,
preferencialmente, pelo menos 5 mg/dia; ou o composto
designado aqui como 1 (astragaldsido IV) é administrado a um
nivel de pelo menos 50 mg/dia, preferencialmente, pelo menos

100 mg/dia.

Estudos que suportam a presente invencdo indicam gue os
compostos de férmula I-IIT tém  uma excelente bio-
disponibilidade e uma baixa toxicidade. Por exemplo, um
composto representativo, o cicloastragenol (2), foi negativo
para a potencial mutacdo bacteriana inversa no teste de Ames,
utilizando estirpes de teste TA98, TA100, TA1535, TA1l537 de
Salmonella Typhimurium e a estirpe de teste, WP2uvrA de E.
coli, a niveis até 5 000 ng/placa. Foram também

sistematicamente bem tolerados em ratos Sprague-Dawley, apds
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injec¢des intravenosas uUnicas até 10 mg/kg. N&o se observou
nenhuma alteracdo dependente da dose para os machos ou as
fémeas, guer no seu comportamento (comer, beber), peso bruto,
peso dor d4rgdos (coracdo, pulmdes, figado, rins, glandulas
supra-renais e baco), nem na hematologia nem na guimica

clinica.

ExemElos (os compostos 1-4, 6 e 7 estdo de acordo com a

presente invencédo)

Exemplo 1. Conversdo de astragaldsido IV (1) em cicloastrage-

nol (2)

Adicionou-se “HC1-MeOH 10” (TCI America) (500 mL) a
astragaldésido IV (1) (5,00 g, mmole) e agitou-se a mistura, a

temperatura ambiente, durante 7 dias. Concentrou-se a mistura
reacional até cerca de metade do seu volume, a pressio
reduzida, a 20 °C (sem aquecimento). Repartiu-se a mistura
entre bicarbonato de sédio aquoso e acetato de etilo.
Extraiu-se a camada aquosa, novamente, com acetato de etilo.
Combinaram-se as camadas organicas, lavaram-se com cloreto de
sédio saturado, secaram-se com sulfato de sédio anidro e
concentraram-se a pressdo reduzida. Purificou-se o residuo
por cromatografia em coluna (clorofédrmio:metancl a
20:1 ~14:1). Para substituir o dissolvente residual por

etanol, dissolveu-se o material purificado em etanol e
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eliminou-se o dissolvente a pressdo reduzida, para se obter 2
(2,1 g, 64 %).

RMN do 'H (CDCls) & (ppm) 0,34 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 0,48 (d,
J = 4,3 Hz, 1H), 0,92 (s, 3H), 0,93 (s, 3H), 1,0-1,8 (m,
13H), 1,11 (s, 3H), 1,19 (s, 3H), 1,22 (s, 6H), 1,27 (s, 3H),
1,9-2,0 (m, 4H), 2,30 (d, J= 7,8 Hz, 1H), 2,54 (g, J = 11,8
Hz, 1H), 3,27 (m, 1H), 3,50 (m, 1H), 3,72 (t, J = 7,4 Hz,
1H), 4,65 (g, J= 7,4 Hz, 1H). IEP-EM m/z Positivo 491 (M+H)",
Negativo 549 (M+AcO) . CCF (Merck, Kieselgel 60) Rf = 0,33

(clorofdérmio/metanol a 6:1).

Exemplo 2. Preparacdo dos compostos 5, 6 e 7 a partir de

astragaldsido v (1) : Eliminacéo dos glicdsidos do

astragaldsido IV (1), com e sem concomitante rearranjo

A  uma solucdo de astragaldsido IV (1, 1,00 g,
1,28 mmole), em metanol (80 mL) adicionou-se Aacido sulfdrico
(0,4 mL) e fez-se o refluxo da mistura, durante 1,5 h. Apds
arrefecimento para a temperatura ambiente, verteu-se a
mistura em acetato de etilo e 4&gua. Lavou-se a camada
organica com salmoura e secou-se com sulfato de sdédio anidro.
Eliminou-se o dissolvente a pressdo reduzida e purificou-se o
residuo por cromatografia em coluna de gel de silica
(cloroférmio/metanol a 20:1 ~ 10:1 ~ 7:1), para se obter o
produto 5 (24 mg, 4,0 %) rearranjado, monoglicdsidos 6
(172 mg, 21 %) e 17 (29 mg, 3,6 %) e a aglicona
cicloastragenol (2) (326 mg, 52 %).
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GRN140724: IEP-EM m/z 623 (M+H)" + C35Hsg09 = 622
GRN140725: IEP-EM m/z 653 (M+H)" + C3cHeoO10 = 652
GRN140726: IEP-EM m/z 473 (M+H)" 4+ C30Hsg04 = 472.

RMN do !

H (400 MHz, CDClz) & (ppm) O,72, 0,85, 0,95, 1,05,
1,11, 1,17, 1,18 e 1,25 (s, 3H cada), 0,9-2,1 (m, 13H), 2,20
(d, 9= 7,4 Hz, 1H), 2,4-2,6 (m, 2H), 3,42 (m, 1H), 3,70 (dd,
J = 7,8, 5,9 Hz, 1H), 4,63 (g, J = 7,4 Hz, 1H), 5,45 (s

largo, 1H), 5,57 (s largo, 1H).

Exemplo 3. Acetilacdo de 1; formacdo de l6-cetona 10:

Obtiveram-se os compostos 9 e 10 gue se seguem, de
acordo com o processo de Kitagawa 1983b, citado antes. Em
resumo, a acetilacdo de astragaldsido IV (1) originou 9, em
conjunto com uma quantidade menor da contraparte de 16-

acetato. A oxidacdo de clorocromato de piridinio 9 originou

10.

Exemplo 4: Preparacdo de 4 (ver fig. 1) por desacilacdo de 10

A solucdo de 10 anterior (10 mg, 0,0093 mmole), em
metanol, adicionou-se boro-hidreto de sbddio (10 mg,
0,26 mmole) e agitou-se a mistura, a temperatura ambiente,
durante a noite. Diluiu-se a mistura com clorofdérmio (3 mL) e

submeteu-se diretamente a cromatografia em coluna de gel de
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silica (clorofdérmio/metanol a 3:1), para se obter 4 (8,0 mg,

gquant.). IEP-EM m/z 783 (M+H)' + Cu1HesO14 = 782.

Exemplo 5: Formacdo da triona 11 de cicloastragenol 2

Obteve-se o derivado de 3,6,1l6-triona 11 de ciclo-
astragenol, por oxidacdo com CrO; de 2, de acordo com o

processo de Kitagawa et al., Chem. Pharm. Bull. 31(2): 68%-
697 (1983a).

Exemplo 6. Acilacéo dos grupos 3- ou 6-hidroxilo de

cicloastragenol (2)

A uma solucéo de cicloastragenol (2) (50 mg,
0,10 mmole), em diclorometano (5 mL) adiciconou-se trietil-
amina (0,030 mL, 0,22 mmole) e cloreto de pivaloilo
(0,014 mL, 0,12 mmole) e agitou-se a mistura, a 0 °C, durante
a noite. Submeteu-se diretamente a mistura a cromatografia em

coluna de gel de silica (hexano/acetato de etilo a
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1:1 ~ 1:2), para se obter 12 (17 mg, 30 %) e 13 (3,3 mg,
2,9 %).

12: IEP-EM m/z 575 (M+H)' + CssHseO¢ = 574.

RMN do 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 0,32 (d, J= 4,7 Hz, 1H),
0,49 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 0,92 (s, 3H), 0,95 (s, 3H), 1,07
(s, 3H), 1,1-2,0 (m, 17H), 1,15 (s, 9H), 1,18 (s, 3H), 1,21
(s, 3H), 1,34 (s, ©H), 2,19 (dd, J = 13,7, 9,8 Hz, 1H), 2,36
(d, = 17,8 Hz, 1H), 3,27 (m, 1H), 3,51 (td, J= 9,4, 3,5 Hz,
1"y, 3,71 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 5,32 (td, J = 7,8, 4,7 Hz,
1H) .

13: IEP-EM m/z 575 (M+H)' + CssHseO¢ = 574.

RMN do !

H (400 MHz, CDCls) & (ppm) 0,35 (d, J = 4,3 Hz, 1H),
0,51 (d, 9 = 4,3 Hz, 1H), 0,92 (s, 3H), 1,0-2,0 (m, 17H),
1,03 (s, 3H), 1,09 (s, 3H), 1,12 (s, 3H), 1,17 (s, 9H), 1,21
(s, 3H), 1,24 (s, 3H), 1,28 (s, 3H), 2,29 (d, J = 7,8 Hz,
1H), 2,53 (m, 1H), 3,50 (m, 1H), 3,73 (t, J = 7,2 Hz, 1H),

4,50 (dd, J= 10,9, 4,3 Hz, 1H), 4,65 (m, 1H).

Exemplo 7A. Acetilacgédo dos hidroxilos secundarios de

cicloastragenol (2)

Realizou-se esta reacdo de acordo com o processo de
Kitagawa 1983a, citado antes. Em resumo, a acetilacdo com
anidrido acético/piridina, originou uma mistura de 14

(produto principal) e 15 (produto secundario).

14 15
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Exemplo 7B. Metilacdo de 3,6-diacetil-cicloastragenol (14)

com retencdo dos grupos acetilo

A uma solucdo de 14 (30 mg, 0,052 mmole), em dimetil-

formamida (3 mL), adicionou-se iodometano (0,75 mL, 12 mmole)
e hidreto de sdédio (dispersdo em dbleo a 60 %, 40 mg,
1,0 mmole), a 0 °C, em atmosfera de azoto e agitou-se a
mistura, a temperatura ambiente, durante a noite. Adicionou-
se dgua e extraiu-se a mistura com acetato de etilo. Lavou-se
a camada orgidnica com agua e salmoura e secou-se com sulfato
de sédio anidro. Eliminou-se o dissolvente a pressdo reduzida
e purificou-se o residuo por cromatografia em coluna de gel
de silica (hexano/acetato de etilo a 4:1), para se obter o
composto 16 (29 mg, 92 %).
IEP-EM m/z 603 (M+H)" + C3¢Hss07 = 602. RMN do 'H (400 MHz,
CDbCl3) & (ppm) 0,33 (d, J= 4,7 Hz, 1H), 0,56 (d, J= 4,7 Hz,
1#), 0,82 (s, 3H), 0,89 (s, 3H), 0,96 (s, 3H), 1,06 (s, 3H),
1,1-1,9 (m, 17H), 1,13 (s, 3H), 1,19 (s, 3H), 1,23 (s, 3H),
1,97 (s, 3H), 2,02 (s, 3H), 2,3-2,4 (m, 2H), 3,05 (s, 3H),
3,23 (s, 3H), 3,81 (dd, J= 9,0, 6,6 Hz, 1H), 3,95 (td, J =
7,8, 5,1 Hz, 1H), 4,54 (dd, J = 10,9, 4,7 Hz, 1H), 4,70 (td,
J= 9,4, 4,3 Hz, 1H).
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Exemplo 7C. Preparacgdo de 16,25-dimetoxi-cicloastragenol 17:

eliminacdo dos grupos acetilo de 16

Agitou-se, a temperatura ambiente, durante 48 h, uma
mistura de 16 (28 mg, 0,046 mmole) e metdxido de sdbddio
(0,5 mole/L, em metanocl, 6 mL). Adicionou-se Agua e extraiu-
se a mistura com acetato de etilo. Lavou-se a camada orgénica
com agua e salmoura e secou-se com sulfato de sdédio anidro.
Eliminou-se o dissolvente a pressdo reduzida e purificou-se o
residuo por cromatografia em coluna de gel de silica
(hexano/acetato de etilo a 2:3), para se obter o composto de
dimetoxi-diol 17 (23 mg, 96 %).

IEP-EM m/z 519 (M+H)" + C33Hs405 = 518. RMN do *
CDCl3) & (ppm) 0,32 (d, J= 4,7 Hz, 1H), 0,47 (d, J= 4,3 Hz,
1#), 0,90 (s, 3H), 0,93 (s, 3H), 1,06 (s, 3H), 1,1-1,9 (m,
17H), 1,13 (s, 3H), 1,20 (s, 3H)Y, 1,22 (s, 3H), 1,23 (s, 3H),
2,3-2,4 (m, 2H), 3,06 (s, 3H), 3,23 (s, 3H), 3,27 (m, 1H),
3,51 (td, J= 9,4, 3,5 Hz, 1H), 3,81 (dd, J = 9,4, 6,6 Hz,

H (400 MHz,

1H), 3,96 (td, 0= 7,8, 5,5 Hz, 1H).
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Exemplo 7D. Alquilacdo de 3,6-diacetil-cicloastragenol (14)

com retencdo dos grupos acetilo

18

A  uma solucgcdo de 14 (109 mg, 0,190 mmole) em

diclorometano (10 mL), adicionou-se di-isopropiletilamina
(1,0 mL) e éter metilico de clorometilo (0,5 mL) e agitou-se
a mistura, a temperatura ambiente, durante 24 h. Adicionou-se
dgua e extraiu-se a mistura com acetato de etilo. Lavou-se a
camada orgdnica com agua e salmoura e secou-se com sulfato de
sbébdio anidro. Eliminou-se o dissolvente a pressido reduzida e
purificou-se o residuo por cromatografia em coluna de gel de
silica (hexano/acetato de etilo a 3:1), para se obter o
composto 18 (114 mg, S0 %).
RMN do 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm) 0,31 (d, J = 5,1 Hz, 1H),
0,56 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 0,80 (s, 3H), 0,88 (s, 3H), 0,96
(s, 3H), 1,1-2,0 (m, 18H), 1,15 (s, 3H), 1,17 (s, 3H), 1,28
(s, 3H), 1,34 (s, 3H), 1,96 (s, 3H), 2,02 (s, 3H), 2,28 (d, J
= 8,2 Hz, 1H), 3,30 (s, 3H), 3,33 (s, 3H), 3,81 (¢, J= 17,2
Hz, 1H), 4,17 (m, 1H), 4,5-4,6 (m, 3H), 4,7-4,8 (m, 3H).
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Exemplo 7E. Eliminag¢do dos grupos acetilo de 18

f><?\/9\«

19

Agitou-se, a temperatura ambiente, durante 48 h, a
mistura anterior de 18 (3,6-diacetil-16,25-di (metoximetil) -
éter, derivado de cicloastragenol) (102 mg, 0,150 mmole) e
metdéxido de sddio (0,5 mole/L, em metanol, 10 mL). Adicionou-
se dgua e extraiu-se a mistura com acetato de etilo. Lavou-se
a camada orgidnica com agua e salmoura e secou-se com sulfato
de sédio anidro. Eliminou-se o dissolvente a pressdo reduzida
e purificou-se o residuo por cromatografia em coluna de gel
de silica (hexano/acetato de etilo a 1:1), para se obter o
composto de di (metoximetilo) 19 (80 mg, 92 %).

IEP-EM m/z 579 (M+H)' + Cs4Hs¢0, = 578.

RMN do *
0,48 (d, J= 4,3 Hz, 1H), 0,89 (s, 3H), 0,93 (s, 3H), 1,1-2,0
(m, 18H), 1,15 (s, 3H), 1,17 (s, 3H), 1,22 (s, 3H), 1,29 (s,
3H), 1,34 (s, 3H), 2,29 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 3,28 (m, 1H),
3,30 (s, 3H), 3,33 (s, 3H), 3,53 (m, 1H), 3,8L (t, J = 17,2
Hz, 1H), 4,18 (td, 0= 7,8, 5,5 Hz, 1H), 4,50 (d, J = 6,6 Hz,
1H), 4,54 (d, J = 6,2 Hz, 1H), 4,71 (d, J= 7,0 Hz, 1H), 4,76

H (400 MHz, CDCls) & (ppm) 0,32 (d, J = 4,7 Hz, 1H),

(d, 0= 7,4 Hz, 1H).
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Exemplo 8. Alquilacdo de triacetil-cicloastragenol 15,

seqguido de eliminacdo dos grupos acetilo

A uma solucdo de 15 (30 mg, 0,049 mmole), em dimetil-
formamida (3 mL), adicionou-se iodometano (0,75 mL, 12 mmole)
e hidreto de sdédio (dispersdo em dbleo a 60 %, 40 mg,
1,0 mmole), a 0 °C, em atmosfera de azoto e agitou-se a
mistura, a temperatura ambiente, durante a noite. Adicionou-
se dgua e extraiu-se a mistura com acetato de etilo. Lavou-se
a camada orgidnica com agua e salmoura e secou-se com sulfato
de sbédio anidro. Eliminou-se o dissolvente a pressédo

reduzida.

Adicionou-se ao residuo metdxido de sbddio em metanol
(0,5 mole/L, 6 mL) e agitou-se a mistura, & temperatura
ambiente, durante a noite. Adicionou-se &cido cloridrico a
10 % e extraiu-se a mistura com acetato de etilo. Lavou-se a
camada orgdnica com agua e salmoura e secou-se com sulfato de
sbébdio anidro. Eliminou-se o dissolvente a pressido reduzida e
purificou-se o residuo por cromatografia em coluna de gel de
silica (hexano/acetato de etilo a 1:2), para se obter 20
(23 mg, 93 %).
IEP-EM m/z 505 (M+H)" + C3Hs05 = 504. RMN do 'H (400 MHz,
CDCls) o (ppm) 0,33 (d, J = 4,3 Hz, 1lH), 0,48 (d, J = 4,3 Hz,
1#), 0,8-2,1 (m, 17H), 0,91 (s, 3H), 0,93 (s, 3H), 1,04 (s,
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3H), 1,14 (s, 3H), 1,20 (s, 3H), 1,22 (s, 3H), 1,23 (s, 3H),
2,28 (d, J=17,8 Hz, 1H), 2,60 (g, J= 10,9 Hz, 1H), 3,17 (s,
3H), 3,27 (m, 1H), 3,51 (td, J= 9,8, 3,5 Hz, 1H), 3,72 (dd,
J=9,0, 5,5 Hz, 1H), 4,62 (m, 1lH).

Exemplo 9A. Alquilacdo dos hidroxilos livres de monoglicdsido

cicloastragenol 6

A uma solucdo de 6 (50 mg, 0,077 mmole), em dimetil-
formamida (4 mL), adicionou-se iodometano (1,0 mL, 16 mmole)
e hidreto de sdédio (dispersdo em dbleo a 60 %, 60 mg,
1,5 mmole), a 0 °C, em atmosfera de azoto e agitou-se a
mistura, a temperatura ambiente, durante a noite. Adicionou-
se dgua e extraiu-se a mistura com acetato de etilo. Lavou-se
a camada orgidnica com agua e salmoura e secou-se com sulfato
de sédio anidro. Eliminou-se o dissolvente a pressdo reduzida
e purificou-se o residuo por cromatografia em coluna de gel
de silica (hexano/acetato de etilo a 3:1), para se obter o
composto de permetoxi 21 (33 mg, 57 %).

IEP-EM m/z 751 (M+H)' + C43H74010 = 750. RMN do

H (400 MHz,
CbCls) o (ppm) 0,21 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 0,47 (d, J= 4,3 Hz,
i), 0,8-2,0 (m, 17H), 0,87 (s, 3H), 0,89 (s, 3H), 1,05 (s,
3H), 1,13 (s, 3H), 1,17 (s, 3H), 1,22 (s, 3H), 2,3-2,4 (m,
2", 2,67 (dd, J = 11,0, 4,1 Hz, 1H), 2,92 (t, J = 8,2 Hz,
1H), 3,06 (s, 3H), 3,1-3,6 (m, 6H), 3,22 (s, 3H), 3,32 (s,

3H), 3,35 (s, 3H), 3,48 (s, 3H), 3,49 (s, 3H), 3,59 (s, 3H),
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3,80 (dd, o = 9,0, 6,6 Hz, 1H), 3,94 (m, 1H), 4,24 (d, J =
7,4 Hz, 1H).

Exemplos 9B. Preparacdo de 3,16,25b-trimetoxi-astragenol 22:

eliminacdo do glicdsido do composto de permetoxi 21 com

concomitante rearranjo

A uma solucdo de 21 (30 mg, 0,040 mmole), em metanol
(10 mL), adicionou-se &cido sulfurico (0,2 mL) e fez-se o
refluxo da mistura, durante 10 h. Adicionou-se A&gua e
extraiu-se a mistura com acetato de etilo. Lavou-se a camada
organica com agua e salmoura e secou-se com sulfato de sdédio
anidro. Eliminou-se o dissolvente a pressdo reduzida e
purificou-se o residuo por cromatografia em coluna de gel de
silica (hexano/acetato de etilo a 4:1), para se obter 22
(3,6 mg, 17 %).
IEP-EM m/z 533 (M+H)" + Ci33Hs¢Os = 532. RMN do 'H (400 MHz,
cbCls) © (ppm) 0,73 (s, 3H), 0,8-2,0 (m, 18H), 0,85 (s, 3H),
1,00 (s, 3H), 1,03 (s, 3H), 1,06 (s, 3H), 1,14 (s, 3H), 1,24
(s, 3H), 1,25 (s, 3H), 2,3-2,4 (m, 2H), 2,58 (dd, J = 10,9,
3,9 Hz, 1H), 3,09 (s, 3H), 3,24 (s, 3H), 3,34 (s, 3H), 3,80
(dd, J = 9,4, 6,6 Hz, 1H), 3,98 (m, 1H), 5,25 (d largo, J =
5,5 Hz, 1H).
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Exemplo 10A. Algquilacdo dos hidroxilos livres do monoglicdsi-

do de cicloastragenol 7

Obteve-se o composto 23 (18 mg, 53 %) a partir do

composto 7 (30 mg), de acordo com o processo de preparacido
anterior do composto 21.
IEP-EM m/z 707 (M+H)' + CyH.009 = 706. RMN do 'H (400 MHz,
CDCls) o (ppm) 0,20 (d, J = 4,3 Hz, 1H), 0,44 (d, J = 4,3 Hz,
1iH), 0,8-1,%9 (m, 17H), 0,90 (s, 3H), 0,93 (s, 3H), 1,05 (s,
3H), 1,11 (s, 3H), 1,13 (s, 3H), 1,18 (s, 3H), 1,23 (s, 3H),
2,3-2,4 (m, 2H), 2,9-3,6 (m, 6H), 3,09 (s, 3H), 3,20 (s, 3H),
3,22 (s, 3H), 3,42 (s, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,59 (s, 3H), 3,80
(dd, 0= 9,0, 6,6 Hz, 1H), 3,9-4,0 (m, 2H), 4,21 (d, J= 17,4
Hz, 1H).

Exemplo 10B. Preparacdo de 6,16,25-trimetoxi-astragenol 24:

eliminacdo do glicdsido do composto de permetoxi 23 com

concomitante rearranjo
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Obteve-se o composto 24 (7,1 mg, 56 %) a partir do 23
(17 mg), de acordo com o procedimento utilizado para a
preparacdo anterior do composto 22.
TEP-EM m/z 533 (M+H)' + C33Hs¢0s = 532. RMN do '
CbhCls) o (ppm) 0,74 (s, 3H), 0,8-2,4 (m, 18H), 0,85 (s, 3H),
0,92 (s, 3H), 1,03 (s, 3H), 1,06 (s, 3H), 1,14 (s, 3H), 1,23
(s, 3H), 1,24 (s, 3H), 3,10 (s, 3H), 3,18 (m, 1H), 3,23 (s,

3H), 3,34 (s, 3H), 3,53 (m, 1H), 3,80 (dd, J = 9,4, 6,6 Hz,

H (400 MHz,

1H), 3,97 (m, 1H), 5,24 (d, J= 5,5 Hz, 1H).

Exemplo 11. Preparacgdo de 3,6-dimetoxi-cicloastragenol 25:

metilacdo do composto de 16,25-di(metoximetil)éter 19 com a

eliminacdo dos grupos de di(metoximetil)éter

A uma solucdo de 19 (30 mg, 0,052 mmole), em dimetil-
formamida (3 mL), adicionou-se iodometano (0,75 mL, 12 mmole)
e hidreto de sdédio (dispersdo em dbleo a 60 %, 40 mg,
1,0 mmole), a 0 °C, em atmosfera de azoto e agitou-se a
mistura, a temperatura ambiente, durante a noite. Adicionou-
se dgua e extraiu-se a mistura com acetato de etilo. Lavou-se
a camada orgidnica com agua e salmoura e secou-se com sulfato
de sbédio anidro. Eliminou-se o dissolvente a pressédo

reduzida.

Adicionou-se a este residuo tetra-hidrofurano (5 mL) e

dcido cloridrico a 10 % (1 mL) e agitou-se a mistura, a

74



temperatura ambiente, durante a noite, depois fez-se o seu
refluxo, durante 1 h. Adicionou-se &gua e extraiu-se a
mistura com acetato de etilo. Lavou-se a camada orgénica com
dgua e salmoura e secou-se com sulfato de sdédio anidro.
Eliminou-se o dissolvente a pressdo reduzida e purificou-se o
residuo por cromatografia em coluna de gel de silica
(hexano/acetato de etilo a 3:1 ~1:1), para se obter 25 (13
mg, 48 %) e uma pequena quantidade (7,4 mg, 25 %) do composto
de 3,6-dimetoxi-16- (metoximetil)éter 26.

25: IEP-EM m/z 563 (M+H)' + C3:Hs90s = 562.

RMN do 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm) 0,19 (d, J = 4,7 Hz, 1H),
0,45 (J = 4,3 Hz, 1H), 0,8-2,3 (m, 18H), 0,86 (s, 3H), 0,92
(s, 3H), 1,05 (s, 3H), 1,07 (s, 3H), 1,20 (s, 3H), 1,24 (s,
3H), 1,28 (s, 3H), 2,41 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 2,70 (dd, J =
11,1, 4,5 Hz, 1H), 2,90 (m, 1H), 3,19 (s, 3H), 3,326 (s, 3H),
3,330 (s, 3H), 3,71 (t, J= 7,4 Hz, 1H), 4,37 (m, 1H), 4,53
(d, J= 6,2 Hz, 1H), 4,59 (d, J = 6,2 Hz, 1H).

26: IEP-EM m/z 519 (M+H)' + C3,Hs,0s = 518.

RMN do 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm) 0,21 (d, J = 4,3 Hz, 1H),
0,45 (d, J = 4,3 Hz, 1H), 0,8-2,0 (m, 17H), 0,86 (s, 3H),
0,93 (s, 3H), 1,06 (s, 3H), 1,12 (s, 3H), 1,20 (s, 3H), 1,21
(s, 3H), 1,28 (s, 3H), 2,30 (d, J= 7,8 Hz, 1H), 2,54 (g, J =
10,2 Hz, 1H), 2,69 (dd, J = 11,3, 4,3 Hz, 1H), 2,89 (td, J =
8,2, 4,3 Hz, 1H), 3,19 (s, 3H), 3,32 (s, 3H), 3,72 (t, J =
7,2 Hz, 1H), 4,66 (m, 1H).

Lisboa, 22 de Fevereiro de 2018.
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1.

REIVINDICAGOES

Composto isolado de férmula I:

caracterizado pelo facto de

X! representar hidroxi ou p-D-xilopirandsido,
X’ representar hidroxi ou R-D-glicopiranésido e
X’ representar hidroxi;

OR' representar hidroxi;

e
R formar, em conjunto com o carbono 9, um anel
fundido de ciclopropilo e ---- representar uma ligacdo

simples entre os carbonos 9 e 11,
numa guantidade eficaz para ser utilizado no

tratamento de uma infecdo por VIH.

Astragaldsido-IV-16-ona numa guantidade eficaz para ser

utilizado no tratamento de uma infecdo por VIH.

Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo facto de
conter um veiculo aceitdvel sob o ponto de wvista
farmacéutico, um composto selecionado entre Astra-
galdsido-IV-16-0ona, cicloastragenol-6-3-D-glico-

pirandésido e cicloastragenol-3-pf-D-xilopirandsido.



4. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo facto de
conter uma solucgcdo tépica de um composto isolado
selecionado entre cicloastragenol, astragenol, Astra-
galdsido-IV-16-0ona, cicloastragenol-6-3-D-glico-

pirandésido e cicloastragenol-3-pf-D-xilopirandsido.

5. Composicéo, de acordo com a reivindicacédo 4,
caracterizada pelo facto de o respetivo composto estar
presente na referida formulacdo, numa concentracido de

[©)

pelo menos 0,1 % (p/v).

Lisboa, 22 de Fevereiro de 2018.
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