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RESUMO

"COMPOSTOS TERAPEUTICOS E METODOS"

A presente invencdo proporciona compostos com um
ntcleo ciclopentabenzofurano e a utilizacdo destes compos-
tos em terapéutica bem como composicdes que compreendem 0S

referidos compostos.
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DESCRICAO

"COMPOSTOS TERAPEUTICOS E METODOS"

AREA DA INVENGAO

A presente invencédo relaciona-se de um modo geral
com compostos que tém um nucleo ciclopentabenzofurano. Mais
particularmente, a presente invencdo relaciona-se com
compostos de ciclopentabenzofurano em que o nucleo ciclo-
pentabenzofurano estéd substituido por uma unidade dioxa-
niloxi. A invencdo também se relaciona com a utilizacéo
destes compostos em terapéutica e com composicdes que

compreendem os referidos compostos.

ANTECEDENTES

Aglaia é um género grande da familia Meliaceae
que compreende mais de 100 espécies (principalmente
lenhosas) da regido da Indo-Maldsia e do Pacifico oci-
dental. A sua utilizacdo inclui tratamento de febre,
fracturas, parturicdo e inflamacdo. 0Os extractos sdo também
utilizados como bactericidas, insecticidas, em perfumaria,
e como um adstringente, tdénico, refrigerante (Dr Duke's
Phytochemical and Ethnobotanical Databases) e para o
tratamento de tumores abdominais (Pannel, et al., 1992, Kew

Bull., (16) 273-283).
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Mais recentemente, varios linhanos 1H-ciclopenta-
[bl]benzofurano foram isolados da espécie Aglaia (ver, por
exemplo, W097/08161; JP 97171356; Ohse, et al., J Nat Prod,
1996, 59 (7: 650-52; Lee et al., Chem. Biol. Interact.,
1998, 115 (3): 215-28; Wu et al., J Nat. Prod., 1997, 60
(6): 606-08; Bohnenstengel et al., 2. Naturforsch., 1999,
54c (12): b55-60 e Bohnenstengel et al., 2. Natuforsch,
1999, b54c (12): 1075-83, Xu, Y. J., et al., 2000, J. Nat.
Prod., 63, 473-76. Detectou-se que varios destes compostos
tém actividade insecticida (Janprasert, et al., 1993,
Phytochemistry, 32 (1), 67-69; Ishibashi et al., 1993,
Phytochemistry, 32 (2), 307310; Hiort, et al., 1999, R Nat.
Prod., 62 (12), 1632-1635). Compostos insecticidas com uma
estrutura nuclear fortemente relacionada foram isolados a
partir de Aglaia roxburghiana e estdo descritos no WO
9604284 para utilizacdo como agentes activos em formulacdes

agro-quimicas.

Foram agora isolados novos compostos (Composto A
e B, aqui descritos) a partir de Alaia leptantha, Miqg.
(Meliaceae) Qque possuem unicamente um grupo dioxaniloxi
ligado ao nucleo ciclopentalblbenzofurano. Os compostos A
e B mostraram apresentar efeitos citotdxicos e cito-
estdticos potentes no crescimento de linhas celulares de
cancro e viabilidade e assim os compostos da invencédo podem
ser Uteis como agentes terapéuticos no tratamento de cancro
e patologias cancerosas ou de outras doencas associadas a

hiperproliferacédo celular.
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SUMARIO DA INVENGAO

Ao longo desta descricdo e reivindicacdes que se
seguem, a menos que O contexto contrariamente o exija, o
termo "compreende" e variacdes como "compreender" e
"compreendendo" deverd ser entendido como implicando a
inclusdo de um nuUmero ou passo referidos ou grupo de
numeros ou passos referidos mas ndo a exclusdo de qualquer

outro nuimero ou passo ou grupo de numeros ou passos.

Num primeiro aspecto, a invengdo relaciona-se com
um composto de ciclopentabenzofurano ou um seu sal, deri-

vado ou pro-fadrmaco como reivindicado na reivindicacdo 1.

Noutro aspecto, a invencdo proporciona uma compo-
sicdo que compreende um composto de ciclopentabenzofurano
ou um seu sal, derivado ou pro-fadrmaco, como reivindicado
na reivindicacdo 1 conjuntamente com um veiculo, excipiente

ou diluente farmaceuticamente aceitéaveis.

A invencdo relaciona-se também com a utilizacédo
de um composto de ciclopentabenzofurano ou um seu sal,
derivado ou pro-fadrmaco como reivindicado na reivindicacéo
1 na manufactura para o tratamento de cancro ou patologias

cancerosas.
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BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

Figura 1: O Composto A promove a diferenciagdo de

células de leucemia THP-1

Células THP-1 foram cultivadas durante 4 dias na
presenca ou auséncia de 10 nM do Composto A como indicado.
Onde as células apresentadas foram também tratadas com IFNy
(100 ng/mL) (3 dias) ou com PMA (0,1 uM) (4 dias) na
presenca ou auséncia do Composto A. As imagens gsdo de
células visualizadas por microscopia de contraste de fase

(ampliacédo x 200).

Figura 2: Efeitos do Composto A na progressidao do

ciclo celular e viabilidade de células THP-1.

Células THP-1 foram cultivadas durante 2 dias com
a concentracdo de Composto A indicada ou 1000 nM de
paclitaxel e em seguida foram colhidas e fixadas em etanol
a 70% antes de serem coradas com iodeto de propidio e o
teor de ADN foi determinado por citometria de fluxo. Os
numeros indicam a percentagem de células nas varias fases
do ciclo celular em relacdo a todas as células com teor de
ADN 2 2N e também a percentagem de células mortas (i.e.
células subdiploides < 2N) a esquerda do marcador (a linha

vertical) que surgiram durante o periodo de cultura.
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Figura 3: Efeitos do Composto A na proliferagdo de

células A549.

Células Ab549 foram nucleadas a 10 000 célu-
las/poco e cultivadas na presenca das concentracdes de
Composto A indicadas ou paclitaxel. As células foram
recolhias e o numero de células viadveis foi determinado por
contagem com hemocitdémetro de células coradas com azul de
tripano em tempos diferentes. Os resultados sdo as médias

+SEM de culturas triplicadas.

Figura 4: Efeitos do Composto A na progressao e

viabilidade de células A549.

Células AbL49 foram cultivadas durante 6 dias com
a concentracdo do Composto A indicada ou 1 pM de paclitaxel
e em seguida foram colhidas e fixadas em etanol a 70% antes
de serem coradas com iodeto de propidio e o teor de ADN foi
determinado por citometria de fluxo. Os numeros indicam a
percentagem de células nas varias fases do ciclo celular em
relacdo a todas as células com teor de ADN 2 2N e também a
percentagem de células mortas (i.e. células subdiploides <
2N) a esquerda do marcador (a linha vertical) que surgiram

durante o periodo de cultura.

Figura 5: Os Compostos A e B induzem acumulagdo na

fase G2/M de células de leucemia K562

Células Kb62 foram cultivadas durante 3 dias com



PE1303520 -6 -

a concentracdo indicada dos Compostos A ou B e em seguida
foram colhidas e fixadas em etanol a 70% antes de serem
coradas com iodeto de propidio e o teor de ADN foi
determinado por citometria de fluxo. 0Os nuUmeros indicam a
percentagem de células nas fases G0/Gl, S e G2/M do ciclo
celular respectivamente em relacdo a todas as células com

teor de ADN 22N.

Figura 6: Os efeitos citostaticos do Composto A em

células A549 sdo reversiveis

Células A549 foram nucleadas a 10 000 célu-
las/poco e foram cultivadas na presenca das concentracdes
indicadas do Composto A ou paclitaxel e o0s numeros de
células viéveis foram determinados por contagem com
hemocitémetro de células coradas com azul de tripano em
vdrios tempos. No dia 5 algumas das células foram lavadas,
ressuspensas em meio fresco isento dos varios tratamentos e
foram cultivadas novamente durante mais 4 dias antes da

contagem.

Figura 7: O Composto A inibite a citotoxicidade

induzida por camptotecina e paclitaxel das células A549

Células A549 em placas de 96 pocos foram culti-
vadas durante 3 dias na presenca ou auséncia de 10 pM de
Composto A conjuntamente com as concentracdes indicadas de
(A) camptotecina ou (B) paclitaxel. A perda da integridade

da membrana foi entdo avaliada pela adicdo do corante de
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ligacdo a ADN YOYO-1 e a fluorescéncia aumentada que
acompanhou a morte celular foi medida utilizando um leitor

de placas fluorescentes.

Figura 8: O Composto A inibe a paragem do ciclo
celular e a morte celular induzidas por agentes antican-

cerosos mas nao por estaurosporina.

Células A549 em placas de 6 pocgos foram culti-
vadas durante 3 dias na presenca ou auséncia de 10 upM de
Composto A conjuntamente com 0,1 pM de camptotecina, 10 uM
de vinblastina, 1 uM de paclitaxel ou 1 pM de estauros-
porina como indicado. As células foram entdo colhidas e
fixadas em etanol a 70% antes de serem coradas com iodeto
de propidio e o teor de ADN foi determinado por citometria
de fluxo. 0Os numeros indicam que a percentagem de células
nas varias fases do ciclo celular em relacdo a todas as
células com teor de ADN 22 N ¢ também a percentagem de
células mortas (i.e. células subdiploides <2N) a esquerda
do marcador com pontos qgue surgiram durante o periodo de

cultura.

Figura 9: O Composto A does ndo induz actividade de

senescéncia associada a P-galactosidase em células A549.

Células A549 foram nucleadas a 10 000 célu-
las/poco em placas de 6 pocos na presenca ou auséncia de
diferentes concentracdes do Composto A (10-50 uM) ou 250 uM

de doxorubicina durante 10 dias antes do seu processamento
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e de serem coradas de um dia para o outro para avaliar a
actividade de senescéncia associada a P-galactosidase como
anteriormente descrito (Dimri et al., 1995, Proc Natl Acad
Sci USA 1995 92 (20):9363-7). Para o Composto A apenas o
tratamento com 10 uM é apresentado mas ndo houve actividade
de SA-B gal detectével a nenhuma das outras concentracdes
testadas. PC, microscopia de fase de contraste. BF,

microscopia de campo luminoso. Ampliacdo x 200.

Figura 10: O Composto A inibe o crescimento de
células tumorais humanas num modelo de =xenoenxerto de

murganho.

Ratinhos sem pélo atimicos Balb/c (Rygard and Povi-
sen, 1969, ActaPathol Microbiol Scand, 77: 758) foram
inoculados subcutaneamente no flanco dorsal com 2 x 10°
células PC3. O Composto A foli administrado (3 mg/kg) apds
oito dias quando o0s tumores se tornaram palpdveis por
injeccdo intraperitoneal trés vezes por semana. O Composto
A foi primeiro solubilizado em etanol e em seguida foi
misturado 1:1 com cremafor e diluido em soro fisioldgico
para 1injeccdo. Os animais de controlo foram tratados de
forma andloga com o mesmo veiculo mas sem o Composto A. (A)
Efeito do Composto A no volume médio do tumor. Os volumes
dos tumores foram medidos utilizando um calipero
micrométrico nos tempos indicados. Os dados representam o
volume médio do tumor *SEM (B) Efeito do Composto A na
massa média do tumor. No final do ensaio (29 dias apds a

inoculacdo das células PC3) os ratinhos foram sacrificados,
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0s tumores foram excisados e em seguida pesados. 0s dados

representam o peso médio do tumor +SEM.

DESCRIGCAO PORMENORIZADA DA INVENGAO

Varios ciclopentalblbenzofuranos foram anterior-
mente referidos, Greger et al., 2001, Phytochemistry, 57,
(1); 57-64. 0Os compostos A e B da presente invencdo tém um
grupo dioxanilo (ii) ligado a um nucleo ciclopentalb]-

benzofurano (1i).

6] < G

O grupo dioxanilo de Férmula (ii) a partir de uma
fonte natural n&do foi anteriormente descrito. Sem se
pretender limitar a invencdo pela teoria, acredita-se que a
presenca de um grupo de massa estereoquimica, i.e.,
espacialmente maior do que um grupo metoxi, pode conferir
propriedades citotdéxicas e citostdtica aos compostos que

tém um nucleo ciclopental[blbenzofurano.

O termo "sal, ou pro-farmaco" significa qualquer

sal, éster, glicosido, solvato ou hidrato ou gqualquer outro
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composto farmaceuticamente aceitdvel, gue ao ser adminis-
trado ao sujeito receptor seja capaz de proporcionar
(directa ou indirectamente) um composto da invencdo como

aqui descrito.

Os sais farmaceuticamente aceitédveis incluem sais
de 4&cidos inorgdnicos farmaceuticamente aceitdveis como
adcido cloridrico, sulfturico, fosfdérico, nitrico, carbdnico,
bérico, sulfamico e bromidrico, ou sais de acidos orgadnicos
farmaceuticamente aceitaveis como dcido acético,
propidénico, butirico, tartédrico, maleico, hidroximaleico,
fumérico, citrico, 1lactico, macico, glucdnico, benzdico,
succinico, oxé&lico, fenilacético, metanossulfdénico, tolu-
enossulfdénico, benzenossulfdédnico, saliciclico, sulfanilico,
aspartico, glutdmico, edético, estedrico, palmitico, olei-
co, l&aurico, pantoténico, tanico, ascdrbico e valérico. Os
sais de base incluem, mas nédo se limitam aos formados com
catides farmaceuticamente aceitédveis, como sbédio, potéssio,

litio, célcio, magnésio, ambénio e alquilamdnio.

A preparacdo dos sais pode ser realizada por
métodos conhecidos na técnica. Deverd ser também consi-
derado gue o0s sais que ndo sdo farmaceuticamente aceitéaveis
também estdo dentro do ambito da invencdo, uma vez Jue
podem ser Uteis como intermedidrios na preparacdo de sais

farmaceuticamente aceitédveis.

Os compostos da invencdo podem estar em forma

cristalina ou em forma de solvato (e.g., hidratos. Os
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métodos de solucdo s&o conhecidos pelos especialistas na

técnica.

Os pro-farmacos dos compostos A ou B estdo também
dentro do dmbito da invencdo. O termo "pro-farmaco" inclui
derivados que s&do convertidos in vivo nos compostos da
invencdo e incluem, por exemplo, derivados de éster, ace-

tato e glicosidos de grupos hidroxilo livres.

A derivatizacdo dos grupos hidroxilo dos Com-
postos A e B pode ser realizada por métodos conhecidos na
técnica para alquilar, arilar ou acilar grupos hidroxilo,
por exemplo como descrito em Protective Groups in Organic
Synthesis, T.W. Greene e P.G. M. Wultz, (1999) Wiley
Interscience, Nova Iorque, e Advanced Organic Chemisty, J.
March (4th edition), Wiley-InterScience. Por exemplo, 0S8
grupos hidroxilo podem ser algquilados utilizando halo-
genetos de alquilo como iodeto de metilo ou sulfatos de
dialgquilo como sulfato de dimetilo e sulfato de dietilo. A
acilacdo pode ser realizada por tratamento com 4&cidos
carboxilicos apropriados, halogenetos &cidos e anidridos
dcidos na presenca de uma base ou agente de acoplamento. A
benzilacdo pode ser realizada por tratamento com um
composto de halogeneto de benzilo como brometo de benzilo,
cloro ou iodo. As desesterificacdo do éster metilico pode
ser realizada por tratamento do éster com uma base agquosa.
A esterificacdo de um &cido carboxilico pode ser conseguida
por meios convencionais incluindo tratamento com um alcool
apropriado na presenca de acido, ou tratamento com sulfatos

de alquilo ou halogenetos de alquilo.
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Tal como aqui wutilizado, o termo "algquilo",
quando utilizado sé ou em termos compostos como "aril-
alquilo"™, refere-se a um grupo hidrocarboneto de cadeia
linear, ramificada ou ciclico, preferencialmente Ci_5;, como
Ci-10. O termo "Ci-Cs alquilo" refere-se a um grupo alquilo
de cadeia linear ou ramificada com 1 a 6 atomos de carbono.
Os exemplos de "C:-Cs alguilo”™ incluem metilo, etilo, iso-
propilo, n-propilo, n-butilo, sec-butilo, t-butilo, n-pen-
tilo, isopentilo, 2,2-dimetipropilo, n-hexilo, 2-metil-
pentilo, 2,2-dimetilbutilo, 3-metilpentilo e 2,3-dimetil-
butilo. Os grupos algquilo ciclicos podem ter até 20 &tomos
de carbono, e.g., até 20 4tomos de carbono, e.g., até 10
dtomos de carbono. 0s exemplos de Ci-s alquilo ciclico
incluem ciclopropilo, <ciclobutilo, ciclopentilo e ciclo-
hexilo. Outros exemplos de alquilo incluem: heptilo, b5-
metil-hexilo, l-metil-hexilo, 2,2-dimetilpentilo, 3,3-
dimetilpentilo, 4,4-dimetilpentilo, 1,2-dimetilpentilo,
1,3-dimetilpentilo, 1,4-dimetil-pentilo, 1,2,3-trimetil-
butilo, 1,1,2-trimetilbutilo, 1,1,3-trimetilbutilo, octilo,
o-metil-heptilo, 1l-metil-heptilo, 1,1,3,3-tetrametilbutilo,
nonilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, ©6- ou T7-metil-octilo, 1-, 2-,
3- , 4- ou b-etil-heptilo, 1-, 2- ou 3-propil-hexilo,
decilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7- e 8- metilnonilo, 1-,
2-, 3-, 4-, 5- ou 6-etiloctilo, 1-, 2-, 3- ou 4-propil-
heptilo, undecilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, o6-, 77-, 8-ou 9-
metildecilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6- ou 7-etilnonilo, 1-, 2-
, 3-, 4- ou 5- propilocitlo, 1-, 2- ou 3-butil-heptilo, 1-

pentil-hexilo, dodecilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7-, 8-, 9-
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ou 10-metilundecilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, o6-, 7- ou 8-
etildecilo, 1-, 2-, 3-, 4-, 5- ou 6-propilnonilo, 1-, 2-,
3- ou 4-butiloctilo, 1-2-pentil-heptilo e outros
semelhantes. 0s grupos alcenilo ou algquinilo podem ser
lineares, vramificados ou <ciclicos (tendo pelo menos 2
adtomos de carbono) e conter um, dois ou mais graus de
insaturacéo, preferencialmente um Cy50 alcenilo, mais
preferencialmente um C,-s alcenilo, ou um Cyp9 algquinilo,

mais preferencialmente um C,.s alguinilo.

O termo "arilo", quando utilizado sé ou em termos
compostos como "arilalquilo"™ denota residuos simples,
polinucleares, conjugados ou fundidos de hidrocarbonetos
aromadticos. Heterocarilo denota residuos simples, polinu-
cleares, conjugados ou fundidos de sistemas de anel
heterociclicos aroméaticos, em gque um ou mais A&atomos de
carbono de um residuo de hidrocarboneto ciclico estéa
substituido com um hetercdtomo para proporcionar um residuo
aromatico. Quando dois ou mais &atomos de carbono estéo
substituidos, isto pode ser por dois mais do mesmo hete-
rodtomo ou por heterodtomos diferentes. 0Os heterocdtomos

adequados incluem O, N, S, e Se.

Os exemplos de "arilo" ou "heterocarilo" incluem
fenilo, bifenilo, terfenilo, quaterfenilo, naftilo, tetra-
hidronaftilo, antracenilo, dihidroantracenilo, benzatra-
cenilo, dibenzatrancenilo, fenantrenilo, fluorenilo, pire-
nilo, idenilo, azulenilo, c¢risenilo, piridilo, 4-fenil-

piridilo, 3-fenilpiridilo, tienilo, furilo, pirrolilo,
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indolilo, piridazinilo, pirazolilo, pirazinilo, tiazolilo,
pirimidinilo, gquinolinilo, isoquinolinilo, benzofuranilo,
benzotienilo, purinilo, guinazolinilo, fenazinilo, acri-
dinilo, benoxazolilo, benzotluazolilo e outros semelhantes.
Um grupo de hidrocarbonetos arilo inclui fenilo e naftilo.
Os grupos arilo heterociclicos incluem piridilo, tienilo,
furilo, pirrolilo. Um grupo arilo pode estar opcionalmente
substituido por um ou mais substituintes opcionais como

aqui definido.

O termo "acilo" refere-se a um grupo -C(0)-R em
que R ¢é um grupo alquilo, alcenilo, alguilo ciclico,
alquinilo, alcenilo ciclico, alquinilo ciclico, heteroarilo
ou arilo. 0Os exemplos de acilo incluem alcanoilo de cadeia
linear ou ramificada como acetilo, propanoilo, butanoilo,
2-metilpropanoilo, pentanoilo, 2,2-dimetilpropanoilo,
hexanoilo, heptanoilo, octanoilo, nonanoilo, decanoilo,
undecanoilo, dodecanoilo, tridecanoilo, tetradecanoilo,
pentadecanoilo, hexadecanoilo, heptadecanoilo, octadeca-
noilo, nonadecanoilo e icosanoilo; cicloalgquilcarbonilo,
como ciclopropilcarbonilo ciclobutilcarbonilo, ciclopen-
tilcarbonilo e ciclo-hexilcarbonilo; aroilo como benzoilo,
toluoilo e naftoilo; aralcanoilo como fenilalcanoilo (e.g.
fenilacetilo, fenilpropanoilo, fenilbutanoilo, feniliso-
butililo, fenilpentanoilo e fenil-hexanoilo) e naftilal-
canoilo (e.g. naftilacetilo, naftilpropanocilo e naftil-
butanoilo]. Uma vez gque o grupo R pode estar opcionalmente
substituido como acima descrito, "acilo" refere-se a acilo

opcionalmente substituido.
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Substituintes opcionais para alquilo, alcenilo,
alquilo <ciclico, algquinilo, alcenilo ciclico, alguinilo
ciclico, heterocarilo, arilo ou acilo incluem halo (bromo,
fltor, cloro, iodo), hidroxilo, C;-C¢ algquilo (e.g. metilo,
etilo, propilo (isbmeros n- e 1i-)), C1-Cs alcoxi (e.gqg.
metoxi, etoxi, propoxi (isbmeros n- e 1i-)), Dbutoxi
(isbmeros n-, sec- e t-), nitro, amino, C1-C¢ alquilamino
(e.g. metil amino, etilamino, ©propilo (isbdbmeros n—- e
i-)amino), Ci_g dialquilamino (e.qg., dimetilamino,
dietilamino, diisopropilamino), halometilo (e.g., trifluo-
rometilo, tribromometilo, triclorometilo), halometoxi
(e.g., trifluorometoxi, tribromometoxi, triclorometoxi) e

acetilo.

Um grupo alquilo, alcenilo, algquilo <ciclico,
alguinilo, alcenilo <ciclico, ou alquinilo ciclico pode
também estar substituido (preferencialmente terminalmente)
por um grupo arilo, ou um grupo alquilo ciclico. Um grupo
acilo pode estar substituido (por exemplo, substituido
terminalmente) por um grupo arilo, heteroarilo ou um grupo

alquilo ciclico.

A formacédo glicosidica pode ser realizada
quimicamente, e.g. fazendo reagir o composto de partida com
um composto acuUcar protegido em que C-1 foi activado por
halogenacdo para acoplar com o0s grupos hidroxilo ou
carboxilo e o0s hidroxilos acutcar foram bloqueados por

grupos protectores. Em alternativa, a formacdo de glico-
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sidos pode ser realizada enzimaticamente utilizando uma
glicosiltransferase adequado como galactociltransferase
dependente de UDP-galactose e glicociltransferase dependen-

te de UDP-glucose (SIGMA).

Os sacarideos 1ligados a C-1 preferidos s&o um
substituinte sacarideo furanose ou piranose (acucar) que
estd ligado a estrutura principal apresentada na Férmula
(I) através do 1l-carbono do sacarideo (numeracdo quimica
convencional) para formar uma ligacdo acetal em qualqguer
das posicdes Ry, Ry, Rz, R4, Rs, Rg ou R; ou uma ligacédo
éster na posicdo Rg ou uma amida na posicdo Ry ou Rig.
Grupos sacarideos exemplares incluem acucares de reducédo
como glucose, ribose, arabinose, xilose, manose e galac-
tose, cada um ligado a um adtomo de oxigénio da estrutura de

Formula (I) através do carbono C-1 do grupo sacarideo.

O especialista na técnica reconhecerda que a fim
de instalar selectivamente um ou mais do que um dos grupos
derivados como aqui definido, pode ser necesséario efectuar
uma proteccdo e/ou desproteccdo Jjudiciosa, de um ou mais
dos grupos oxi e/ou carboxilo do nucleo ciclopen-
tabenzofurano. A derivatizacdo selectiva de um ou mais
grupos hidroxilo ou carboxilo pode ser conseguida através
de técnicas convencionais ©pela utilizacdo de grupos
protectores com diferentes graus de estabilidade em

condicdes apropriadas.

Os métodos para a conversdo de um grupo acido
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carboxilico ou éster para uma amida s&oc conhecidos pelo
especialista na técnica e podem incluir o tratamento de um
dcido carboxilico com uma amina apropriada na presenca de
um agente de acoplamento como DCC ou tratamento de um
halogeneto 4cido com a amina apropriada. Outros métodos que
podem ser apropriados estdo descritos em Larock, R. E.,
Comprehensive Organic Transformations pp.963-995, VCH

Publishers (1989).

Tal como aqui utilizado, o termo "grupo protec-
tor", refere-se a uma funcionalidade introduzida gque pode
tornar temporariamente inactivo determinado grupo funcio-
nal, e.g., hidroxilo ou &cido carboxilico, em determinadas
condicdes em gue o grupo poderia de outro modo ser reac-
tivo. Os grupos protectores adequados sdo conhecidos pelo
especialista na técnica, por exemplo como descrito em
Protective Groups in Organic Synthesis (supra). 0s grupos
protectores adequados para hidroxilo incluem o0s grupos
alquilo, (como C;-Cg algquilo), acilo (como C(0)C;-Cg algqui-
lo, benzoilo e outros semelhantes), benzilo e sililo (como
trimetilsililo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo
e outros semelhantes). Outros grupos adequados para substi-
tuintes hidroxilos e um substituinte carboxilo (&cido,
amida, etc.) podem ser encontrados em Greene supra. A
estabilidade de varios grupos em determinadas condicdes
pelo especialista na técnica estd exemplificada em maior

pormenor em Protective Groups in Organic Synthesis (supra).

Deverad ser também compreendido que o grupo dio-
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xanilo de Férmula (II), pode possuir centros assimétricos e
por isso tem aptiddo para existir numa ou mais do que uma
forma estereoisomérica. A invencdo assim relaciona-se ainda
com compostos em forma isomérica substancialmente pura em
um ou mais centros assimétricos (quirais) do grupo
dioxanilo, e.g., maiores do que cerca de 90% ee, como cerca
de 95% ee, preferencialmente maior do gue 99% ee, bem como
as suas misturas, i1ncluindo misturas racémicas. Estes
isémeros podem ser resolvidos por métodos convencionais,
e.g., cromatografia, ou pela utilizacdo de um agente de

resolucéo.

Deverd também ser compreendido que o0s compostos
ciclopentabenzofurano, com um substituinte metoxi ou
hidroxilo, como os descritos nas referéncias agqui citadas
e.g. Compostos de Referéncia 1-3 (como descrito no Exemplo
3) podem, gquando apropriado, ser desmetilados, e o grupo
hidroxilo resultante pode ser feito reagir com um precursor
Y apropriado para formar um grupo O0Y. Os métodos para o
fazer s&o conhecidos na técnica, por exemplo um método pode
envolver fazer reagir o grupo OH com um composto Y-

halogéneo em que halogéneo inclui Cl, Br e I.

Os compostos da invencdo podem ser utilizados no
fabrico de um medicamento para o tratamento de patologias
cancerosas, ou outras patologias associadas com
hiperproliferacdo celular num individuo. Os individuos que
podem ser tratados pelos compostos da invencdo incluem

mamiferos, por exemplo, seres humanos, primatas, animais de
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gado (e.g., ovelhas, wvacas, cavalos, cabras, porcos),
animais de companhia (e.g., cédes, gatos, coelhos, porcos da
india), animais de testes laboratoriais, (e.g., ratos,
ratinhos, porcos da india, c&des, coelhos, primatas) ou
animais selvagens em cativeiro. Mais preferencialmente, os

seres humanos sdo os individuos a serem tratados.

Tal como aqui utilizado, o termo "tratamento"
inclui a prevencédo, abrandamento, interrupcdo ou paragem do
crescimento de um cancro, tumor ou célula hiperproli-
ferativa, ou a reducdo no numero de células alvo (ou
tamanho da massa de crescimento), ou a destruicdo total da
referida célula, em que as referidas células sédo células de

cancro, tumor ou hiperproliferativas.

As patologias cancerosas qgque podem ser tratadas
pelos compostos da presente invencdo incluem patologias em
que o0S cancros ou tumores podem ser simples (monoclonais,
i.e., compostos por um Unico tipo de célula neoplésica),
mistos (policlonais, i.e., compostos por mais de um tipo de
célula neoplésica) ou compostos (i.e., compostos por mais
de um tipo de célula neoplédsica e derivados de mais de uma
camada de germes) e podem incluir neoplasia/hiperplasia
benigna e malinha. Alguns exemplos de patologias cancerosas
que podem ser tratadas pela presente invencdo incluem
leucemia e cancro do c¢bélon, Utero, préstata, pulmio,
ovadrios, <cérebro, pele, figado, intestino e estdmago,
tumores e melanomas. Exemplos de hiperplasias benignas

incluem as de tecidos vasculares (e.g. hemangioma), prdés-
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tata, renal, adrenal, hepéadtico, cdlon, glandula paratirdide

e outros tecidos.

Uma vez que 0s compostos podem ter propriedades
citostédticas bem como propriedades <citotdxicas, podem
também potencialmente ser utilizados como agentes terapéu-
ticos na supressdo do crescimento de populacdes alvo de
células que ndo sejam células de cancro ou tumor, por
exemplo, em estados patoldgicos ou patologias associadas
com hiperproliferacdo celular. Estas patologias podem
incluir aterosclerose e restinose (hiperplasia neointima) e
hiperproliferacdo devida ou que acompanha uma resposta
inflamatéria, e.g., artrite (incluindo artrite reumatdide,
osteocartrite e artrite inflamatdria), psoriase e doenca
periodontal, ou hiperproliferacdo celular devida a infeccéo

viral de células como virus do papiloma humano.

Os compostos da invencdo podem estar combinados
com outros compostos terapéuticos, como compostos anti-
cancerosos, incluindo paclitaxel, camptotecina, vinblastina

e doxorubicina.

Assim, outro aspecto da invencdo estd relacionado
com a utilizacdo de um composto de Fdérmula (I) na
manufactura de um medicamento para tratar cancro ou
patologias cancerosas para utilizacdo em conjuncdo com

outros agentes terapéuticos.

Os compostos da invencdo e o0s outros agentes
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terapéuticos podem ser administrados simultaneamente, como
uma composicdo Unica ou como composicdes individuais, ou
podem ser administrados separadamente, i.e., um apds O
outro em intervalos adequados como determinado pelo médico

assistente.

Tal como aqui wutilizado, o termo "quantidade
eficaz" de um composto estd relacionado com uma guantidade
de composto que, gquando ¢é administrada de acordo com o
regime de dosagem desejado, proporciona a actividade
terapéutica desejada. A administracdo pode ocorrer em
intervalos de minutos, horas, dias, semanas, meses OU anos
ou continuamente durante qualquer um desses periodos. As
dosagens adequadas estdo na gama de cerca de 0,1 ng em peso
de peso corporal a 1 g por kg de peso corporal por dosagem.
A dosagem estd preferencialmente na gama de 1 pg a 1 g em
peso corporal por dosagem, como na gama de 1 mg até 1 g por
kg em peso corporal por dosagem. Noutra forma de
realizacdo, a dosagem estd na gama de 1 mg a 250 mg por kg
em peso corporal por dosagem. Em ainda outra forma de
realizacdo, a dosagem estd na gama de 1 pg a 100 mg por kg
em peso corporal por dosagem, como até 50 mg por kg de peso
corporal por dosagem. O regime de dosagem para cada
individuo pode depender da idade, peso, salde e histédria
médica do individuo e da extensdo e progresso da patologia
a ser tratada, e pode ser determinado pelo médico

assistente.

O agente activo pode ser administrado numa dose
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tnica ou numa Série de doses. Apesar de ser possivel que o
agente activo seja administrado s¢6, é preferivel que esteja
presente como uma composicdo, preferencialmente como uma

composicdo farmacéutica.

O veiculo tem de ser farmaceuticamente aceitavel
no sentido que tem de ser compativel com os outros agentes
da composicdo e ndo pode ser nocivo para o sujeito. As
composicdes incluem composicdes adequadas para administra-
cdo oral, rectal, nasal, tépica (incluindo bucal e
sublingual), vaginal ou parentérica (incluindo subcuténea,
intramuscular, intravenosa e intradérmica). As composicdes
podem estar convenientemente apresentadas em forma de
dosagem unitédria e podem ser preparadas por qualgquer método
bem conhecido na técnica farmacéutica. Estes métodos
incluem o passo de criar associacdo do agente activo com o
veiculo que constitui um ou mais agentes acessdérios. Em
geral, as composicdes sdo preparadas pela criacdo de uma
associacdo uniforme e intima entre os agentes activos com
veiculos ligquidos ou veiculos sélidos finamente divididos

ou ambos, e em seguida, se necesséario, moldar o produto.

As composicdes da presente invencdo adequadas
para administracdo oral ©podem ser apresentadas como
unidades individuais como cépsulas, saquetas ou compri-
midos, contendo cada unidade uma quantidade pré-determinada
do agente activo; como pd ou gradnulos; como uma solucdo ou
uma suspensdo num liquido aquoso ou n&o agquoso; Ou Como uma

emulsdo ligquida ¢éleo em agua ou emulsdo liquida &agua em
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6leo. O agente activo pode também ser apresentado como um

"bolus", eletudrio ou pasta.

Um comprimido pode ser formado por compressdo ou
moldagem, opcionalmente com um ou mais agentes acessdrios.
Os comprimidos comprimidos podem ser preparados pela
compressdo do agente activo em forma de fluxo livre como pd
ou grédnulos numa magquina adequada, opcionalmente misturado
com um aglutinante (e.g., diluente inerte, conservante
desintegrante como glicolato de amido sdédico, polivinil
pirrolidona de ligacdo cruzada, carboximetilcelulose sédica
de ligacdo cruzada), agente activo a superficie ou agente
de dispersdo. 0Os comprimidos moldados podem ser preparados
por moldagem numa maguina adequada de uma mistura do
composto em pd humidificado com um diluente liquido inerte.
Os comprimidos podem opcionalmente estar revestidos ou
ranhurados e podem ser formulados de forma a proporcionar
libertacdo lenta ou controlada do agente activo que contém
utilizando, por exemplo, hidroxipropilmetilcelulose em
diferentes ©proporc¢cdes para proporcionar o perfil de
libertacdo desejado. Os comprimidos podem opcionalmente ser
proporcionados com revestimento entérico, para proporcionar
a libertacdo em partes do aparelho digestivo que ndo seja o

estdmago.

As composicdes adequadas para administracéo
tépica na boca incluem pastilhas que compreendem o agente
activo numa base com aroma, geralmente sacarose e acéacia ou

goma tragacanto; pastilhas que compreendem o agente activo
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numa base inerte como gelatina e glicerina, ou sacarose e
goma acacia; e lavagens Dbucais compreendendo o agente

activo num veiculo ligquido adequado.

As composicdes para administracdo rectal podem
estar apresentadas como um supositdério com uma base
adequada que compreende, por exemplo, manteiga de cacau,

gelatina, polietileno glicol.

As composicdes adequadas para administracéo
vaginal podem estar apresentadas como pessarios, tampdes,
cremes, geles, pastas, espumas ou formulacdes em sprays que
contém, além do agente activo, veiculos que sdo conhecidos

na técnica como sendo apropriados.

As composicdes adequadas para administracéo
parentérica incluem solucdes aquosas e nédo-aquosas isotd-
nicas estéreis para 1injeccdo, que podem conter anti-
oxidantes, tampdes, bactericidas e solutos gque tornam a
composicdo isotdnica com o sangue do receptor; e suspensdes
aquosas e ndo-aquosas estéreis que podem incluir agentes de
suspensdo e agentes espessantes. As composicdes podem estar
apresentadas em recipientes selados de dose unitéria ou
multi dose, por exemplo, ampolas e frascos, e podem ser
armazenadas em estado 1liofilizado, requerendo apenas a
adicdo do veiculo liquido estéril, por exemplo agua para
injeccdes, imediatamente antes da utilizacdo. Solucdes para
injeccdo extemporéneas e suspensdes podem ser preparadas a
partir de pds estéreis, granulos e comprimidos do tipo

anteriormente descrito.
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As composicdes de dosagem unitédria s&o as gue
contém uma dosagem ou unidade di&ria, sub-dose diaria, como
aqui acima descrito, ou uma fraccdo apropriada do agente

activo.

Deverd ser compreendido que além dos agentes
activos especificamente referidos acima, as composicdes
desta invencdo podem incluir outros agentes convencionais
na técnica em relacdo ao tipo de composicdo em questdo, por
exemplos, os adequados para administracdo oral podem
incluir outros agentes adicionais como aglutinantes,
edulcorantes, espessantes, agentes aromatizantes, agentes
desintegrantes, agentes de revestimento, conservantes,
lubrificantes e/ou agentes de retardamento temporal.
Agentes edulcorantes adequados incluem sacarose, lactose,
glucose, aspartame ou sacarina. O0s agentes desintegrantes
adequados incluem amido de milho, metilcelulose, polivi-
nilpirrolidona, goma de xantano, bentonite, &cido alginico
ou &gar. 0s agentes aromatizantes adegquados incluem 6leo de
hortel&d-pimenta, cereja, laranja ou framboesa. 0Os agentes
de revestimento adequados incluem polimeros ou co-polimeros
de &4cido acrilico e/ou metaacrilico e/ou o0s seus ésteres,
ceras, é&alcoois gordos, shelac ou gltten. Os conservantes
adequados incluem benzoato de sdédio, vitamina E, alpha-
tocopherol, &acido ascédrbico, metilparabeno, propilparabeno
ou bissulfito de sdédio. 0Os lubrificantes adequados podem
incluir estearato de magnésio, &acido estedrico, oleato de

sédio, cloreto de sédio ou talco. 0Os agentes retardadores
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de tempo podem incluir monoestearato de glicerilo ou

distearato de glicerilo.

Uma ou mais formas de realizacdo da presente
invencdo pode também proporcionar agentes de composicdo ou
compostos que tém uma vantagem (ou evitam uma desvantagem)
associada com os métodos, composicdes, agentes ou compostos
conhecidos wutilizados no tratamento quimioterapéutico de
patologias cancerosas ou patologias associadas com a
hiperproliferacdo das células. Estas vantagens podem
incluir um ou mais de: actividade terapéutica aumentada,
efeitos secundidrios reduzidos, citotoxicidade reduzida para
células ndo-cancerosas ou ndo-proliferativas, solubilidade
ou dispersibilidade melhorada para formulacéo em
composicgdes farmacéuticas, estabilidade melhorada ou um
meio mais prontamente disponivel para obter os referidos
compostos, e.g., através de processos sintéticos ou de
isolamento mais simples, mais baratos, ou com rendimento

mais elevado.

Os especialistas na técnica compreenderdo que a
invencdo aqui descrita pode sofrer variacdes e modificacdes
diferentes daquelas especificamente descritas. Deveréd ser
compreendido que a invencd@o inclui todas essas variacdes e

modificacdes que estdo dentro do ambito das reivindicacdes.

A invencdo serd agora descrita com referéncia aos
Exemplos seguintes que estdo incluidos com o propdsito de

ilustrar as formas de realizacdo da invencdo e ndo devem
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ser considerados como limitadores do que foi agui antes

descrito de forma geral.

EXEMPLOS

Exemplo 1

Isolamento dos Compostos A e B a partir de Agiala

leptantha

Os Compostos A e B foram isolados utilizando o

procedimento seguinte:

(a) Tratar uma amostra de tronco moido da espécie de

arvore Aglaia leptantha com metanol.

(b) Filtrar o extracto e concentrar a solucdo resul-

tante em vacuo.

(c) Fraccionar o extracto através de extraccdo de
fase sdélida numa coluna de extraccdo Varian C-18 (10 g)
utilizando &cido férmico a 0,1% em acetonitrilo/&gua com

concentracdes cada vez mais elevadas de acetonitrilo.

(d) Recolher o eluato obtido com acetonitrilo/&gua
numa razdo de 7:20. Os Compostos A e B tém uma absorcdo UV
méxima de 200, 273 nm (acetonitrilo/&gua/dcido férmico a
0,1%) e tempos de retencdo HPLC de aproximadamente 30,67

(Composto A) e 31,05 minutos (Composto B) nas condicdes
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seguintes: Coluna C-8 Symmetry (WATERS), 4,6 x 250 mm, 5 pm
1 mL/min, gradiente linear desde 0% a 90% de acetonitrilo

em adgua durante 40 minutos com &cido férmico a 0,1%.

(e) Concentrar a fraccdo obtida no passo (d).

(f) Cromatografar o concentrado obtido no passo (e)
numa coluna preparativa C-8 (WATERS, ©Nova-Pak C-18,6
micron, 2,5 x 25 cm) num caudal de 20 mL/min utilizando um
gradiente linear desde 25% a 45% de acetonitrilo em agua em

30 minutos com &acido fdérmico a 0,1%.

(g) Recolher e concentrar os eluatos com as caracte-
risticas cromatograficas e espectroscdpicas esquematizadas

no passo (d) a aproximadamente 22 minutos.

(h) Cromatografar cada eluato obtido em (g) numa
coluna Sephadex LH20 wutilizando metanol como solvente.
Recolher e concentrar as fracgbdes com as caracteristicas

espectrais esquematizadas em (d).

(i) Em alternativa aos passos (b), (c) e (d), os
extractos de metanol obtidos em (a) podem ser partilhados
com volumes iguais de &agua e diclorometano. A fase
diclorometano é entdo processada de acordo com 0SS pPassos

(e) a (h).

Os compostos assim obtidos tém as caracteristicas

espectroscépicas e fisicas seguintes:
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Absorcdo maxima UV/Vis: 223,275nm (em MeCN/H,O0, 0,1%

HCOOH) .

MS: Os espectros de massa foram obtidos num
espectrémetro de massa Finnigan LCQ de trapa idnica
utilizando a fonte ESI no modo de i&o positivo. A amostra
foi dissolvida em 0,1% de FA em MeOH e introduzida na fonte
por perfusdo com uma bomba de seringa a uma taxa de 3
pnL/min. Para os Compostos A, observaram-se sinais a m/z 677
[M+Na‘]"; MS? rendeu mz/ 659 [M+NaH,0]"; MS® rendeu m/z 627
(perda de 32 amu); MS® rendeu m/z 595 (perda de mais 32
amu) e m/z 451 (perda de 176 amu, equivalente a cadeia
lateral de dioxano). Para o Composto B observaram-se sinais
no modo de i&o positivo a m/z 677,2 [M+Na+]'; MS? rendeu
ides filhos a m/z 627,2 e m/z 659,2. Mais fragmentacdo do

sinal a m/z 627,2 deu um ido filho a m/z 595, 3.

Espectros de massa nitidos para o Composto A foram
obtidos no Espectrémetro de Massa Bruker 47e Fourier
Transform - Ion Ciclotron Resonance (FTMS) egquipado com uma
fonte de electropulverizador Analytica (ESI). A amostra foi
dissolvida em MeOH e introduzida na fonte por perfuséo
directa com uma bomba de seringa a uma taxa de 60 pL/min. A
fonte foi operada com voltagem capilar de 100v. Observou-se
um sinal foi observado a m/z 677,2194 [M+Na] W meas.;

Cs4H35015Na” requer 677.2204.

NMR
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O espectros NMR dos Compostos A e B foram
adquiridos em espectrdémetros Varian INOVA de 400 e 500 MHz,
em CD30D e CDCl;, respectivamente. Foram conduzidos os
ensaios seguintes: 'H, '°C, DEPT, HMQC,HMBC, COSY. Os
desvios quimicos 'H NMR (obtidos em CDCl;) e os desvios

quimicos °C NMR estdo enumerados na Tabela 1.

{iy i}
Tabela 1
Posicdo Valor Composto A Composto B
'H MR (ppm) PC NMR 'H NMR (ppm) “c nMR

(pem) (ppm)
1 CH 5,03, d, 6,7 Hz. 1 H 79,6 5,04, d, 6,8 Hz, 1H 79,6

2 CH 3,89, dd, 14,2, 6,7 Hz, 1H 50,03 3,9, dd, 14, 6,8 Hz, 1lH 50
COOCCH;5 170,6 170,7

COOCH; 3,65, s, 3H 52,06 3,66, s, 3H 52

3 CH 4,28, d, 14,2 Hz, 1H 55,03 4,28, d, 14 Hz,1H 55
3a C 101,9 101,8
4a C 160,6 160,2
5 CH 6,43, d, 2 Hz, 1H 92,8 6,45, d,2 Hz, 1H 92,8
C 157,1 157,1
OCH3 3,87, s, 3H 55,9 3,86, s, 3H 55,8
7 CH 6,28 d, 2 Hz, 1H 93,9 6,29 d, 2 Hz, 1H 94,3
C 160 159,8

8a C 109,6 109,4
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(continuacéo)
8b C 93,4
17 C 126,2 126,2
27, 6’ 2xCH 7,10, br d, 9 Hz, 2H 128,9 7,10, br d, 9 Hz, 2H 128,9
3", 5’ 2xCH 6,68, br d, 9 Hz, 2H 112,7 6,69, br d, 9 Hz, 2H 112,8
4 C 158, 8 158,8
OCH; 3,71, s, 3H 55,05 3,72, s, 3H 55
177 ¢ 136,7 136,6
207,67 2xCH 6,84, m, 2H 127,8 6,86, m, 2H 127,5
377,577 2xCH 7,06, m, 2H 127,8 7,06, m, 2H 127,5
4’7 CH 7,06, m, 1H 126,6 7,06, m, 1H 126,6
1’7" CH 5,28, s, 1H 94 5,26, s, 1H 93,4
2777 CH 4,59, s, 1H 95,2 4,60, s, 1H 95,2
OCH; 3,49, s, 3H 55,1 3,5, s, 3H 55
4,13, t, 11,2 Hz, 1H 4,02, t, 11,2 Hz, 1H
3777 CH, 3,56, dd, 11,7, 2 Hz, 1H 59 3,78, dd, 11,7, 2,4 Hz, 1H59,6
4771 CH 4,23, br t, 11,3 Hz, 1H 68,3 4,12, ddd, 11, 6,8, 2,8 Hz 67,6
5777 CH 3,61, m, 1H 70,6 3,66, m, 1H 71,4
6’7’ CH, 3,61, m, 2H 63,3 3,61, dd, 10,4, 4,4 Hz, 1H 62,5

Exemplo 2

Os Compostos A e B sdo citostadticos e citotédxicos

para linhas celulares de tumor humano

Os compostos A e B foram identificados a partir
de uma amostra de tronco de Aglaia lepthantha pela sua
aptiddo para inibir a producdo de Factor-a de necrose
tumoral humano (TNF-a) por células de leucemia promono-
citicas THP-1 humanas (Tsuchiya, et al., Int. J. Cancer,
1980, 26 (2): 171-6) activadas com lipopolisacarideo (LPS).
A Tabela 2 sumaria os resultados comparando a actividade
dos Compostos A e B em relacdo a inibicdo de TNF-o, com o0s
seus efeitos no metabolismo celular geral medido utilizando

reducdo WST-1, sintese de ADN e ensaios de sintese de
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proteina para células THP-1. Os Compostos A e B inibiram
potentemente a producéao de TNF-a em concentracdes
aproximadamente semelhantes que estavam activas na reducéo
de WST-1, ensaios de sintese de ADN e proteina. Para
comparacdo, os efeitos dos Compostos A e B em células de
carcinoma epitelial do pulmdo A459 (Leiber et al., Int. J.
Cancer, 1976, 17(1): 62-70) foram também medidos e os dados
estdo incluidos na Tabela 2. 0Os Compostos A e B séo
significativamente menos potentes para a inibicdo da
expressdo da molécula de adesdo intercelular-1 (IL-1)
induzida por interleucina (ICAM-1) por células A549 apesar
de nestas células a inibicdo da sintese de proteina e ADN
ocorrer em concentracdes aproximadamente semelhantes ao que

acontece para as células THP-1.

Tabela 2: Comparagdo dos efeitos dos Compostos A e B

em células THP-1 e A549

O Composto A purificado ou o Composto B
solubilizado em DMSO foram testados numa gama de concen-
tracdes em paralelo em relacdo a actividade inibidora nos
varios ensaios tanto em células THP-1 como em células AL409.
As concentracdes que resultaram em 50% de inibicdo da
resposta relevante (ICsy) estdo apresentadas. A producdo de
TNF-a por células THP-1 foi medida como a quantidade
libertada no sobrenadante da cultura durante 18 horas por
ensaio imunoadsorvente em enzima conjugada (ELISA)
utilizando os anticorpos monoclonais anti-TNFa de ratinho

(anticorpo de captura, MAB610; anticorpo de deteccéo,
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MAB210 biotinilado; ambos de R & D Systems, Minneapolis,
MN, USA). A expressdo de ICAM-1 por células A549 a
superficie foi testada apds 24 horas de cultura por ligacéo
de anticorpo directa wutilizando um anticorpo monoclonal
anti-ICAM-1 de ratinho rotulado com europio (R & D Systems
Cat. No. BBA3) e medido por fluorescéncia resolvida por
tempo utilizando ensaio Delfia (EG & G Wallac, Turku,
Finlédndia). A reducdo de WST-1 (Roche, Cat. No. 1644807)
por células THP-1 foi medida apds 18 horas de cultura de
acordo com as instrugbes do fabricante. A sintese de
proteina foi medida como a incorporacdo de ['“C]-leucina
(0,5 pCi/mL) apds 48 horas para as células THP-1 e 72 horas

para as células A549 cultivadas em meio de crescimento

X

(RPMI-1640, 10% FBS) contendo 10% da concentracdo de L-
leucina usual (5 mg/mL). A sintese de ADN foi medida como a
incorporacdo de ['“C]-timidina (0,5 uCl/mL) apds 48 horas
para as células THP-1 e 72 horas para as células Ab549 em

meio de crescimento normal.

Composto ICsq (M)

Células THP-1 Células A549

Producdo Redugdo | Sintese de| Sintese | Produgdo | Sintese de| Sintese

de TNF-a | de WST-1 | proteina de ADN | de ICAM-I Proteina de ADN

Composto A 0,06 0,03 0,06 0,015 2 0,02 0,007

Composto B 0,015 0, 04 0,003 0,003 5 0,01 0, 004

O Composto A foi avaliado gquanto & actividade
citotdéxica e «citostética contra um painel de linhas
celulares derivadas de uma variedade de tipos de tumores

humanos além das células THP-1 e A549 (Tabela 3). Estas
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incluiam células de leucemia Kb62 (Lozzio e Lozzio, 1975,
Blood 45: 321-34), células tumorais da préstata PC3 (Kaighn
et al., 1979, Invest. Urol. 17: 16-23) e células
glioblastoma SF268 (Westphal et al., 1985, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 132: 284-9). O Composto A apresentou
potente actividade citostédtica em quase todas as linhas
celulares testadas com valores de GIsy; entre 1-7 nM. O
Composto A também apresentou potentes efeitos citotdxicos
contra as varias linhas celulares tumorais. E interessante
que as células THP-1 e PC3 mostraram gue foram mais
rapidamente mortas com pouca diferenca nos valores de LCs
obtidos apdés 3 ou 6 dias de cultura. Porém, a poténcia
citotdxica do Composto A aumentou drasticamente apds 6 dias
de cultura para as células K562, A549 e SF268. Devera ser
notado que a concentracdo do Composto A necesséria para
inibir a proliferacdo celular foi significativamente mais
baixa do que as concentracdes necessarias para provocar uma
resposta citotdxica. Assim, o efeito citostéatico do
Composto A é bioquimicamente distinguivel da sua capacidade
para induzir a morte celular. A Tabela 4 mostra gque o
Composto B apresentou efeitos citotdxicos contra as varias
linhas celulares tumorais com poténcia comparéavel a

observada com o Composto A.
Tabela 3: O Composto A tem potente actividade citos-
tatica e citotdéxica em varias linhas celulares tumorais

humanas in vitro.

O Composto A purificado foi testado numa gama de
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concentracdes até um méximo de 1 x 60°° M (1000 nM) quanto
a actividade citostdtica e citotdxica contra um painel de
linhas <celulares derivadas de varios tipos de tumores
humanos como indicado. O wvalor GIs; representa a concen-
tracdo do composto que inibiu o aumento do nUmero de
células (relativamente a células nédo tratadas) em 50% apds
3 dias de cultura. O numero relativo de células foi
determinado por medicdo do ADN celular utilizando um
corante de ligacdo a ADN fluorescente (YOYO-1) depois de
lisar as <células com digitonina (Becker et al., Anal
Biochem, 1994, 221 (1): 78-84). O wvalor LCsy representa a
concentracdo do composto que matou 50% das células. A morte
celular foi medida com a proporcdo de células mortas dque
apresentavam teor de ADN sub-dipldéide determinada por
citometria de fluxo apdbds coragem com iodeto de propidio

(Nicoletti et al., J. Immunol. Methods, 1991, 139: 271-79).

Fonte do Linha celular Composto A
tumor do tumor Glsy (nM) (cultura de 3 dias) ICsp ICsy (nM) (culturas
(culturas de 3 dias) (nM) de 6 dias)

Leucemia THP-1 - 36 24

K562 1 >1000 10

Pulmdo A549 7 914 21

Préstata PC3 5 18 12

Cérebro SF268 3 461 29
Tabela 4: Os Compostos A e B apresentam uma

actividade citotéxica semelhante

A Actividade citotdéxica dos Compostos A e B foi
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comparada para as vVvarias linhas celulares tumorais como

descrito na Tabela 3.

Fonte do tumor Linha celular do tumor ICsy (nM) (cultura de 6 dias)
Composto A Composto B
Leucemia THP-1 11 15
K562 12 12
Pulmdo A549 15 12
Préstata PC3 12 12
Cérebro SF268 12 22
Exemplo 3

A actividade citotdéxica do Composto A ndo é
partilhada por outros compostos relacionados conhecidos sem

a nova substituicdo dioxaniloxi.

A Tabela 5 compara os efeitos citostdticos e
citotdéxicos do Composto A para o0s trés linhanos 1-H-
ciclopental[blbenzofurano que nao tém o) novo grupo
dioxaniloxi. Os compostos de referéncia sdo: Rocaglaol
(Composto de Referéncia 1) (Ohse et al., J. Nat. Prod.,
1990, 57 (7): 650-52); 4’ -Demetoxi-3’,4’ -metileno-
dioxirocaglaol (Composto de Referéncia 2); 4'-demetoxi-
37,4’ -metilenodioxirocaglato (Composto de Referéncia 3)
(Lee et al., Chem Biol. Inter., 1998, 115 (3): 215-28). Os
quatro compostos apresentaram actividade citostéatica
detectédvel em células A549 sendo o Composto A o mais

potente seguido, por ordem decrescente, pelos Compostos de
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Referéncia 3, 2 e 1, respectivamente. E importante que nos
compostos testados que ndo o Composto A nenhum dos
Compostos de Referéncia apresentou qualquer citotoxicidade
apreciavel nas células THP-1 ou A549 em doses até 5000 nM
durante o ensaio de 3 dias. Sem pretender limitar a
invencdo pela teoria, sugere-se gque a nova substituicdo de
dioxaniloxi ¢ importante para a actividade citotédxica

apresentada pelo Composto A e distingue-o de outros

linhanos l1H-ciclopenta[b]benzofuranos anteriormente
identificados.
Tabela 5: Linhanos relacionados com 1H-ciclo-

penta[b]benzofuranos sem a nova cadeia lateral dioxaniloxi

ndo apresentam actividade citotéxica.

Células A549 e THP-1 foram tratadas com concen-
tracdes cada vez maiores dos varios compostos até um maximo
de 5 x 10° (5000 nM) e os efeitos na proliferacdo e
viabilidade celular foram determinados apds 3 dias de
cultura. Os valores Gisy foram determinados pela medicéo
das alteracgdes relativas no numero celular utilizando YOYO-
1 como descrito para a Tabela 3. 0s valores de Csg foram
determinados pela medicédo da morte ccelular como uma funcéo
de perda da integridade da membrana utilizado incorporacéo
YOYO-1 (Becker et al.) Anal. Biochem, 1994, 221 (1): 78-
84). As estruturas dos compostos de referéncia estdo também

apresentadas.
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Composto de Referéncia 1 | Composto de Referéncia 2 | Composto de Referéncia 3
Composto Células A549 Células THP-1
GLso (nM) LCsp (nM) LCsp (nM)
Composto A 13 514 15
Composto de Referéncia 1 3980 >5000 >5000
Composto de Referéncia 2 389 >5000 >5000
Composto de Referéncia 3 56 >5000 >5000
Exemplo 4

O Composto A tem actividade aguda para inibir a

sintese de proteina

O Composto A foi também examinado para determinar se
podia inibir rapidamente a biossintese geral da proteina.
Utilizando incorporacido de [‘“C]leucina em material celular
insoluvel como um ensaio para a biossintese geral da
proteina, a Tabela 6 mostra que o Composto A teve um efeito
inibidor evidente passado 3 horas apdés a adicdo a células
TPIP-1 com um ICsp de -30 nM. A sintese de ADN medida
durante o mesmo tempo também foi inibida, mas com menor
poténcia (ICso ~ 70 nM) e pode ser secundédria a inibicédo da
sintese de proteina. Ciclo-heximida, um conhecido inibidor
da sintese de proteina (Obrig et al., 1971, J. Biol. Chem.

246 (1), 174-181), também inibiu a sintese de proteina e de
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ADN sendo o Composto A significativamente mais potente do
que ciclo-heximida nos seus efeitos. A Tabela 6 mostra que
o Composto A também inibiu a sintese geral de proteina em
células A549 com um ICsp de ~30 nM que ¢ semelhante ao

observado nas células THP-1.

Tabela 6: O Composto A inibe a biossintese geral de

proteina

Células THP-1 e células A549 foram pré-tratadas
com as concentracdes indicadas do Composto A durante 1 hora
antes da adicdo de (1 pCi/mL) [*Clleucina (sintese de
proteina) ou ["“C]ltimidina (sintese de ADN) durante mais 2
horas. Os valores de 1ICsy representam a concentracdo do
composto A requerida para inibir a incorporacédo do isdtopo

em 50% em relacdo as culturas de controlo ndo tratadas.

Composto ICso (nM)

Células THP 1 Células A549

Sintese de proteina | Sintese de ADN | Sintese de proteina

Composto A 27 72 32
Ciclo-heximida 263 303 238
Exemplo 5

O Composto A induz a diferenciag¢do de linhas celula-

res de leucemia humana

Nos ensaios com as células de leucemia monoci-

ticas THP-1, gue normalmente crescem livres em suspenséo,
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constatédmos que a exposicdo prolongada das células a 10 nM
do Composto A resultava na acumulacdo de células que aderia
a pléastico e apresentavam numerosa pseudopodia (Figura 1).
Esta é uma morfologia altamente caracteristica de macroé-
fagos maduros e efeitos morfoldgicos semelhantes foram
observados quando as células foram tratadas com outros
indutores de diferenciacdo macrdéfaga conhecidos incluindo
interferdo-y (IFNy) ou forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA) . Para investigar mais efeitos adicionais do Composto
A examinaram-se células de leucemia promielociticas humanas
HL60 (Collins, et al., Nature, 1977, 270: 347-9) (Tabela
7). Esta linha celular amplamente wutilizada estd bem
caracterizada com um modelo de diferenciacdo mielomono-
citica humana (Collins, Blood, 1987,70 (5): 1233-44). Neste
ensaio a diferenciacdo monocitica foi quantificada pela
medicdo da expressdo do antigénio de superficie CD14 por
andlise de citometria de caudal. CD14, uma proteina que
liga a LPS, estd expressa na superficie das células de
linhagem mielomonociticas e estd normalmente expressa em
niveis muito baixos em células HL60 né&o diferenciadas
(Ferrero et al., Blood, 1983, o6l1(l): 171-9). Consistente
com os dados THP-1 acima, a Tabela 7 mostra que o Composto
A em doses maiores do gque 10 nM aumentou significativamente
a expressdo de (CD14 nas <células HL60 viaveis que
permaneciam apds 4 dias de cultura. Tomados conjuntamente,
estes dados indicam fortemente que o Composto A tem aptidio
para induzir diferenciacdo de linhas celulares de células

de leucemia humanas.
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Tabela 7: O Composto A promove diferenciagdo mono-

citica de células de leucemia HL6O.

Células HL60 foram cultivadas durante 4 dias com
a concentracdo indicada do Composto A e em seguida foram
colhidas e fixas em etanol a 70%. As células foram entéo
coradas com anticorpo CD14 monoclonal anti ratinho (OKM1l) e
isto foi medido utilizando IgGI cabra anti-ratinho FITC-
conjugado como anticorpo secundario. As células coradas
foram visualizadas por citometria de fluxo e a anédlise foi
restringida as células consideradas viaveis no momento da
fixacdo com base nas suas caracteristicas de difusdo de luz
frontal e lateral. A coragem nédo especifica das células foi

controlada pela incubacdo apenas com anticorpo secundério.

Concentragdo do Composto A (nM) | $ de células que expressam CD14
0 1,3%
5 3,3%
10 5,7%
25 46,0%
50 43,0%
Exemplo 6

A actividade citostatica do Composto A estd associada
a uma inibigdo geral da progressdo do ciclo celular em

células A549

A andlise do teor de ADN de células THP-1 trata-
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das com diferentes concentracdes do Composto A (Figura 2)
demonstrou que a 10 nM eram apenas fracamente citotdxicas
(a acumulacdo aumentada de células mortas desde 7% a 17%) e
nestas condicgdes levaram as células a acumular-se nas fases
G0/Gl do ciclo celular. Isto indica que o Composto A tem
também actividade citostdtica em células THP-1. Para compa-
racdo, a Figura 2 mostra que o microtubulo destabilizador
fadrmaco paclitaxel (Sorger et al., Curr Opina Cell Biol,
1997, 9 (6): 807-14) qgque também induziu a morte de células
THP-1, causou acumulacdo de células nas fase G2/M do ciclo

celular.

O efeito citostédtico do Composto A na proli-
feracdo das células AL49 foi confirmado por contagem
directa do nUmero de células em intervalos durante um
periodo de 9 dias (Figura 3). Quando comparado com células
ndo tratadas 10 nM do Composto A evitou o aumento do numero
de células em mais de 95% com menos 10% de células mortas
observadas nesta altura (medida por exclusdo de azul de
tripano). Assim, nestas condig¢des o numero diminuido de
células nédo pode ser apenas devido ao aumento de morte de
células. Uma inibicédo significativa do numero de células
foi wverificada num espaco de 2 dias indicando que o
Composto A actua de uma forma rapida. Nas concentracdes
mais elevadas de 50 nM e 250 nM o Composto A teve efeitos
citotdéxicos e aumentou a morte celular para 86% e 100%
respectivamente apds 9 dias e é responsavel pelo declinio
do numero de células para niveis abaixo do numero de

partida original neste momento. A concentracdo néo-



PE1303520 - 43 -

citotdxica de 10 nM, o Composto A tem o efeito citostético
rapido e potente nas células A5409. Para ajudar a
identificar um potencial mecanismo para os efeitos do
Composto A, a anadlise de teor de ADN foi realizada par
determinar onde no ciclo celular exercia o seu efeito
(Figura 4). A anadlise do ciclo celular de células Ab549
tratadas com o Composto A durante 6 dias mostrou que a 10
nM, em que ndo era evidente qualquer toxicidade, houve um
declinio menor da proporcdo de células nas fases G0/Gl do
ciclo celular com um aumento concomitante nas células nas

fases G2/M.

Tomado conjuntamente com os dados da curva de
crescimento na Figura 3 acima, estes dados indicam que 10
nM do Composto A resulta num alongamento de todas as fases
do ciclo celular com talvez um alongamento ligeiramente
mais prolongado das fases G2/M. Isto contrasta com o0s
efeitos de paclitaxel, um farmaco conhecido por actuar
selectivamente nas fases G2/M do ciclo celular (Figura 4).
Uma vez que a concentracdo do Composto A foi aumentada e os
seus efeitos citotdxicos se tornaram evidentes, a proporcéo
de células nas fases S e G2/M decresceram com um COrres-
pondente aumento de células nas fases GO0/Gl. Apesar de
haver pouca diferenca no nUmero de células mortas entre 50
nM e 250 nM a dose mais elevada resultou numa maior acumu-
lacdo de células nas fases GO/Gl do ciclo celular. Assim,
em comparacdo com as células THP-1 (ver Figura 2), sé&o
necessarias concentracdes mais elevadas do Composto A para
inibir o progresso através das fases G0/Gl do ciclo celular

em células A549.
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Células de leucemia K562 tratadas com 10-15 nM de
Compostos A ou B apresentaram uma caracteristica acumulacéo
de células nas fases G2/M do ciclo celular (Figura 5). Isto
ocorreu ao longo de uma estreita gama de concentracdes uma
vez que os Compostos A ou B a menos de 5-8 nM ou a mais de
25 nM ndo causaram uma acumulacdo na fase G2/M. Estes dados
indicam que diferentes linhas celulares podem variar em
termos de sensibilidade e respostas aos Compostos A e B

para efeitos especificos de fases de ciclos celulares.

Exemplo 7

O efeito citostdtico do Composto A é reversivel em

células A549

A reversibilidade dos efeitos do Composto A foi
determinada. Para isto, c¢élulas Ab549 permaneceram né&o
tratadas ou foram cultivadas na ©presenca de varias
concentracdes do Composto A ou com paclitaxel durante 5
dias antes da remocdo dos compostos e as células foram
cultivadas durante mais 4 dias antes de se determinar o
numero de células (Figura 6). 10 nM de Composto A suprimiu
significativamente o numero de células aumentado durante
até 9 dias sem citotoxicidade significativa. No entanto,
para estas culturas, quando o Composto A foi removido apéds
5 dias, houve um aumento de cinco vezes do numero celular
durante os 4 dias de cultura subsequentes, representando

duplicacdo 2-3 da populacdo. Os efeitos dos tratamentos que
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foram nocivos para as células, como concentracdes mais
elevadas do Composto A ou a presenca de paclitaxed, né&o

foram invertidos apds a sua remocédo.

Exemplo 8

O Composto A inibe a citotoxicidade dependente do

ciclo celular provocada por vArios agentes anti-cancro

Para examinar em maior profundidade os efeitos do
Composto no ciclo celular uma concentracdo citostéatica
deste composto foi combinada com outros agentes anti-cancro
conhecidos por actuarem em pontos especificos do ciclo
celular para averiguar se o Composto A tinha aptid&do para

perturbar os seus efeitos dependentes do ciclo celular.

A viabilidade das células foi ensaiada apds 3
dias através da medicdo da exclusdo do corante de ligacédo a
ADN fluorescente YOYO-1. (Becker et al., Anal Biochem,
1994, 221(1): 78-84). Células A549 foram tratada com uma
dose 10 nM nédo citotdéxica do Composto A na presenca de
concentracdes cada vez mais elevadas de camptotecina e
paclitaxel. Camptotecina é um inibidor de ADN topoisomerase
1, uma enzima necessdria para a replicacdo de ADN, e
resulta na perturbacldo da fase S do ciclo celular com
morte celular subsequente devida a fase S do ciclo celular
com morte celular subsequente devida a activacdo de um
ponto de verificacdo de fase S (Darzynkiewicz et al., Ann N

Y Acad Sci, 1996, 803: 93-100). Paclitaxel, como Ja foi
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anteriormente referido, inibe a funcdo de microtubulo
requerida para a formagcdo de haste mitdética resultando
assim na activacdo de um ponto de verificacdo de fase M e
subsequente morte celular (Sorger et al.,Curr Opin Cell
Biol, 1997 9 (6):807-14). A Figura 7 mostra que 10 nM de
Composto A reduziu significativamente 0os efeitos
citotdxicos de camptotecina e paclitaxel mesmo quando estes
fadrmacos foram adicionados até um excesso de 2000 vezes. O
Composto A pode, de uma forma dominante, evitar os efeitos
citotdxicos dependentes do ciclo celular de camptotecina e

paclitaxel.

Isto foi examinado em maior pormenor utilizando
andlise de teor de ADN para medir especificamente a pro-
gressdo do ciclo celular e morte celular. Neste ensaio além
de camptotecina e de paclitaxel as células foram também

tratadas com vinblastina (outro inibidor de microtubulo)

(Sorger et al., 1997, supra) e estaurosporina (um inibidor
de quinase) (Gescher, Crit Rev Oncol Henzatol., 2000, 34
(2): 127-35). Como anteriormente verificado, as células

A549 tratadas com 10 nM do Composto A mostraram um menor
decréscimo de células em GO/Gl com um ligeiro aumento de
células na fase G2/M sem aumento detectdvel de morte
celular durante os trés dias de cultura (Figura 8).
Consistente com o seu conhecido mecanismo de accéao,
camptotecina resultou na acumulacdo de células na fase S do
ciclo celular e também aumentou o nivel de células mortas
detectadas como sendo aquelas com um teor de ADN sub-

diploide. Também como esperado, tanto vinblastina como
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paclitgxel resultaram na maioria das células pararem nas
fases G2/M do ciclo celular e aumento do aparecimento de
células mortas sub-diploides. No entanto, para todos estes
agentes, a presenca de 10 nM de Composto A evitou a sua
paragem do ciclo celular caracteristica e inibiu
significativamente os seus efeitos citotdxicos, reduzindo
dramaticamente o) surgimento de células mortas sub-
diploides. Em contraste, o Composto A teve pouco efeito nos
efeitos citotdxicos de estaurosporina, um agente que parece
ter aptiddo para matar células em todas as fases activas do

ciclo celular.

Exemplo 9

Efeitos citostdticos do Composto A ndo se correla-

cionam com um biomarcador para senescéncia de replicagédo

A taxa de crescimento dramaticamente reduzida das
células A549 cultivadas na presenca de 10 nM de Composto A
(ver Figura 3) levou a consideracdo da possibilidade de que
este composto estava a induzir senescéncia de replicacédo
destas células tumorais imortais. Consistente com esta
possibilidade, nestas condigdes as células A%49 com uma
morfologia altamente sugestiva de um fendtipo senescente
foram frequentemente observadas, estando altamente
achatadas com uma &rea de superficie alargada em relacéo
com a sua aparéncia habitual (comparar por exemplo o0S

subpainéis a e b das Figuras 9). Isto foi avaliado em maior
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pormenor através da medicéo da actividade de B-
galactosidase (SA-gal) associada com senescéncia, um
biomarcador anteriormente descrito para correlacionar bem
com a senescéncia de células humanas (Dimri et al., Proc
Natl Acad Sci USA 1995 92 (20): 9363-7). Recentemente
verificou-se que alguns agentes anti-cancerosos que actuam
por mecanismos diversos, incluindo doxorubicina, cispla-
tina, citarabina, etoposide e paclitaxel, tém todos aptidéo
para induzir actividade SA-p-gal em varias linhas celulares
tumorais (Chang et al., Cancer Res 1999, 59 (15): 3761-7).
Assim, para além do composto A, as células A549 foram
também tratadas com doxorubicina como controlo
experimental. Este farmaco actua pela estabilizacdo de
complexos de ADN/topoisomerase II causando assim danos ao
ADN que resultam em paragem subsequente do ciclo celular
fase S e/ou morte celular (Froelich-Ammon e Osheroff, 1995,
J. Biol. Chem. 270 (37): 21429-21432). A Figura 9 mostra
que, consistentemente com o relatdério anterior, as células
A549 tratadas com 250 nM de doxurubicina mostravam o fend-
tipo chato alargando de células senescentes e apresentavam
actividade SA-(3-gal). Em contraste, o Composto A em varias
doses desde 10-50 nM ndo conseguiu induzir actividade de
SA-p-gal apesar das células apresentarem a morfologia
achatada e alargada. Assim, em contraste com varios outros
farmacos anti-cancro os efeitos citostéaticos do Composto A
ndo se correlacionam com este marcador especifico de

senescéncia celular.
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Exemplo 10

O Composto A inibe a proliferagdo celular mas ndo

tamanho celular aumentado.

E bem sabido que a proliferacdo e crescimento
celular reflectido como uma massa aumentada de células
individuais séo processos bioquimicamente separaveis
(Pardee, Science, 1989, 246: 603-8) . Apesar de, a
determinadas concentracdes, o Composto A ter aptiddo para
inibir a proliferacdo celular sem citotoxicidade patente,
avaliou-se também se o Composto A também afectava o
crescimento celular. Para estes ensaios, células A549 foram
tratada com varias doses ndo-citotdxicas de Composto A até
10 nM e o tamanho relativo das células foi determinado apdbs
6 dias de cultura pela medicdo da difusdo de luz frontal
utilizando um citdémetro de fluxo. Os dados descritos na
Tabela 8 mostram que na presenca do Composto A as células
A549 apresentaram um aumento na difusdo frontal média de
mais de 20%. Isto ocorreu apenas em concentracdes que s&o

citostéticas para este tipo de célula.

Tabela 8: O Composto A aumenta o tamanho celular

Células A549 cultivadas durante 6 dias com varias
concentracdes nédo-citotdéxicas do Composto A como indicado
foram examinadas por citometria de fluxo para avaliar as
suas caracteristicas de difusdo luminosa frontal que se

O,

relaciona directamente com o tamanho celular. A % de
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aumento do volume médio das células representa a alteracédo
relativa no valor médio de difusdo frontal para as

populacdes tratadas versus as populacdes ndo tratadas.

Concentragdo do Composto A (nM) | $ de aumento do volume médio das células
0 -

2,5 10, 4%

5,0 10, 7%

10,0 22,4%

Exemplo 11

O Composto A inibe o crescimento de linhas celulares
de células tumorais humanas num modelo de tumor de

xenoenxerto de ratinho

A aptiddo do Composto A para inibir o crescimento
de células tumorais humanas in vivo foi avaliado utilizando
ratinhos machos atimicos injectados subcutaneamente na
regido do flanco dorsal com 2 x 106 células tumorais da
préstata humanas PC3. A administracdo do Composto A (3
mg/kg) por injeccdo intraperitoneal comecou apds oito dias
quando o tumor PC3 era palpavel e continuou trés vezes por
semana até 29 dias apds a inoculacdo inicial de células
tumorais. Nesta altura os ratinhos foram mortos e os
tumores foram excisados e pesados. A Figura 10A mostra que
em comparacdo com o0s animais de controlo tratados com
veiculo sbé os ratinhos tratados com o Composto A mostravam

um aumento grandemente reduzido do volume médio dos tumores
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durante o decurso do ensaio. Isto foi confirmado no final
do ensaio quando os tumores foram excisados e pesados e
verificou-se que o tratamento com Composto A reduziu o peso
médio dos tumores em cerca de ©60% (Figura 10B). O peso
corporal ndo foi afectado com os grupos de controlo e os
grupos tratados a apresentar uma reducdo semelhante de ~12%
em peso corporal médio durante o decurso do ensaio. Assim,

o composto A apresenta actividade anti-tumoral in vivo.

Lisboa, 21 de Dezembro de 2007
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REIVINDICACOES

1. Composto de ciclopentabenzofurano que

compreende um grupo de férmula (ii)

ligado, através de um atomo de oxigénio, a um nucleo

ciclopentabenzofurano de fédrmula (i)

o)

com as caracteristicas de espectro NMR seguintes:

'"H NMR (CDCls) (ppm)

3,49, s, 3H; 3,56, d4dd, 11,7, 2H=z, 1H; 3,61, m, 1H,
3,61, 2H; 3,65, s, 3H; 3,71, s, 3H; 3,87, s, 3H; 3,89, dd,
14,2, 6,7 Hz, 1H; 4,13, t, 11, 2H=z, 1H; 4,23, brt, 11,3 Hz,

1H; 4,28, d, 14,2 Hz, 1H; 4,59, s, 1H; 5,03, 4, 6,7 Hz,
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1Hz; 5,28, s, 1H; 6,28, 4, 2Hz, 1H; 6,43, d, 2Hz, 1lH; 6,68,
brd, 9Hz, 2H; 6,84,m, 2H; 7,06, m, 2H, 7,06, m, 1H; 7,10,

brd, 9Hz, 2H;

YC NMR (CDCls) (ppm)

50,03, 52,06, 55,03, 55,05, 55,1, 55,9, 59, 63,3,
68,3, 70,6, 79,6, 92,8, 93,4, 93,9, 94, 95,2, 101,9, 109,¢,
112,7, 126,2, 126,6, 127,88, 127,8, 128,9, 136,7, 157,1,

158,8, 160, 160,06, 170,6;

ou um seu sal, derivado ou pro-fadrmaco, em gque O Pro-
farmaco ou derivado ¢é um éster, glicosido, alquiloxi
opcionalmente substituido, alcoxi <ciclico opcionalmente
substituido, alceniloxi opcionalmente substituido, alceni-
loxi ciclico opcionalmente substituido, alguiniloxi opcio-
nalmente substituido, algquiniloxi ciclico opcionalmente
substituido, aciloxi de férmula -0-C(0O)-R opcionalmente
substituido, em que R é um grupo alquilo, alquilo ciclico,
alcenilo, alcenilo ciclico, algquinilo, alquinilo ciclico,
heteroarilo ou arilo, ou opcionalmente ariloxi opcional-
mente substituido ou heterocariloxi opcionalmente substi-

tuido;

e o0s substituintes opcionais para o referido alqui-
loxi opcionalmente substituido, alcoxi ciclico opcional-
mente substituido, alceniloxi opcionalmente substituido,
alceniloxi ciclico opcionalmente substituido, algquiniloxi

opcionalmente substituido, algquiniloxi ciclico opcional-
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mente substituido e aciloxi opcionalmente substituido séo
seleccionados de um ou mais de halogeno, hidroxilo, Ci_g
alquilo, Ci-¢ alcoxi, nitro, amino, Ci-¢ alguilamino, Ci_¢
dialguilamino, halometilo, halometoxi, acetilo, arilo,
heteroarilo ou um grupo alquilo ciclico e o0s substituintes
opcionais para 0s referidos ariloxi substituido e
heteroariloxi substituido s&o seleccionados de um ou mais
de halogeno, hidroxilo, Ci-¢ alquilo, Ci_s alcoxi, nitro,
amino, Ci-¢ alquilamino, Ci-¢ dialgquilamino, halometilo,

halometoxi ou acetilo.

2. Composto ciclopentabenzofurano compreendendo

um grupo de férmula (ii)

ligado, através de um atomo de oxigénio a um nucleo

de ciclopentabenzofurano de férmula (i)

e com as caracteristicas de espectro NMR seguintes:
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'"H NMR (CDCls) (ppm)

3,5 s, 3H; 3,61, d4dd, 10,4, 4,4Hz, 1H; 3,66, m, 1H;
3,66, s, 3H; 3,72,m; 3,72, s, 3H; 3,78, dd, 11,7, 2,4 Hz,
1H; 3,86, s, 3H; 3,9, dd, 14, 6,8H=z, 1H; 4,02, t, 11,2 Hz,
1H; 4,12, ddd, 11, 6,8, 2-8Hz, 1H; 4,28, d, 14Hz, 1H; 4,60,
s, 1H; 5,04, d, 6,8Hz, 1H ; 5,26, S, 1H; 6,29, d, 2Hz, 1H;
6,45, d, 2Hz, 1H; 6,69, brd, 9Hz, 2H; 6,86, m, 2H; 7,06,m,

2”H; 7,06, m, 1H; 7,10, brd, 9Hz, 2H;

YC NMR (CDCls) (ppm)

50, 52, 55, 55, 55, 55,8, 59,6, 62,5, 67,6, 71,4,
79,6, 92,8, 93,4, %4,3, 95,2, 101,8, 109,4, 112,88, 126,22,
126,6, 127,5, 127,5, 128,9, 136,6, 157,1, 158,8, 159,38,
160,2, 170,7.

ou um seu sal, derivado ou pro-farmaco, em que O pro-
farmaco ou derivado ¢é um éster, glicosido, alquiloxi
opcionalmente substituido, alcoxi ciclico opcionalmente
substituido, alceniloxi opcionalmente substituido, alceni-
loxi ciclico opcionalmente substituido, algquiniloxi opci-
onalmente substituido, alquiniloxi ciclico opcionalmente
substituido, aciloxi de férmula -0-C(0)-R opcionalmente
substituido, em que R é& um grupo alquilo, algquilo ciclico,
alcenilo, alcenilo ciclico, algquinilo, alquinilo ciclico,
heteroarilo ou arilo, ou opcionalmente ariloxi opcio-
nalmente substituido ou heteroariloxi opcionalmente

substituido;
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e oS substituintes opcionais para o referido
alquiloxi opcionalmente substituido, alcoxi ciclico opci-
onalmente substituido, alceniloxi opcionalmente substitui-
do, alceniloxi ciclico opcionalmente substituido, algquini-
loxi opcionalmente substituido, algquiniloxi ciclico
opcionalmente substituido e aciloxi opcionalmente substi-
tuido s&o seleccionados de um ou mais de halogeno, hidro-
xilo, Ci-¢ alquilo, Ci_¢ alcoxi, nitro, amino, Ci;-¢ alquil-
amino, Ci-¢ dialguilamino, halometilo, halometoxi, acetilo,
arilo, hetercarilo ou um grupo alquilo ciclico e os
substituintes opcionais para os referidos ariloxi substi-
tuido e heterocariloxi substituido s&do seleccionados de um
ou mais de halogeno, hidroxilo, Ci-¢ alquilo, Ci-s alcoxi,
nitro, amino, Ci-¢ algquilamino, Ci-¢ dialgquilamino, halome-

tilo, halometoxi ou acetilo.

3. Composicdo que compreende um composto de
acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, conjuntamente com um
veiculo farmaceuticamente aceitével; excipiente ou dilu-

ente.

4., Utilizacdo de um composto de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2, no fabrico de um medicamento para o

tratamento de cancro ou de uma patologia cancerosa.

5. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 4
em que o cancro ou patologia cancerosa € seleccionado de

leucemia, cancro da mama, cdélon, utero, probdstata, cérebro,
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pulm&o, ovario, pele, figado e intestino e estdmago,

tumores e melanomas.

6. Utilizacdo de um composto de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2 no fabrico de um medicamento para o
tratamento de um estado patoldgico associado com hiperpro-

liferacédo celular.

7. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 6
em que o estado patoldgico ou patologia é aterosclerose,
restinose, artrite reumatdide, osteoartrite, artrite
inflamatdéria, psoriase, doenca periodontal, ou hiperpro-

liferacdo celular induzida viralmente.

8. Um composto que é€ obtido por:

(a) tratar uma amostra de tronco moido da espécie de

arvore Aglaia leptantha com metanol;

(b) filtrar o extracto resultante e concentrar a

solucédo resultante em véacuo;

(c) fraccionar o extracto resultante através de
extraccdo de fase sdlida numa coluna de extraccdo Varian C-
18 (10 g) wutilizando é&cido fdérmico a 0,1% em aceto-
nitrilo/dgua com concentracdes cada vez mais elevadas de

acetonitrilo.
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(d) recolher o eluato obtido com acetonitrilo/&gua

numa razdo de 7:20;

(e) concentrar a fraccdo obtida no passo (d).

(f) cromatografar o concentrado obtido no passo (e)
numa coluna preparativa C-18 (num caudal de 20 mL/min uti-
lizando um gradiente linear desde 25% a 45% de acetonitrilo

em adgua em 30 minutos com acido férmico a 0,1%;

(g) recolher e concentrar os eluatos com absorcédo
méaxima UV a 200 e 273 nm e tempos de retencdo HPLC de

aproximadamente 30,67 e 31,05 minutos;

(h) cromatografar cada eluato obtido em (g) numa
coluna Sephadex LH20 wutilizando metanol como solvente;
recolher e concentrar as fraccdes com as caracteristicas

espectrais esquematizadas em (g).

Lisboa, 21 de Dezembro de 2007
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