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DESCRICAO

“Compostos com selectividade para receptores de retinoides X”

CAMPO DO INVENTO

Este invento refere-se a receptores intracelulares e aos seus ligandos. Mais
especificamente, este invento refere-se a compostos com actividade selectiva para receptores
especificos de acido retindico e a métodos para o uso destes compostos.

ANTECEDENTES DO INVENTO

Reconhece-se, desde ha muito, que o metabolito da vitamina A, o 4cido retindico,
induz um largo espectro de efeitos bioldgicos. Também se verificou que uma variedade de
analogos estruturais do 4cido retindico, que foram sintetizados eram bioactivos. Alguns,
como Retin-A_® (marca registada de Johnson & Johnson) e Accutane® (marca registada de
Hoffmann-LaRoche), tém utilidade como agentes terapéuticos no tratamento de varias
condigies patolégicas. Os metabolitos da vitamina A e os seus analogos sintéticos sdo aqui
designados colectivamente por “retinéides”.

Verificou-se que os retindides sintéticos mimetizam muitas das acgdes
farmacologicas do acido retindico. Contudo o largo espectro de acgdes farmacoldgicas do

acido retindico ndo é reproduzido na totalidade por todos os retindides sintéticos bioactivos.

Os profissionais da medicina tém vindo a ficar muito interessados nas aplicagdes
médicas dos retindides. De entre os seus usos aprovados pelo FDA encontra-se o tratamento
de formas graves de acne e psoriase. Existe, também, um grande conjunto de provas de que
estes compostos podem ser usados para parar e, em certa medida, inverter os efeitos de
danos na pele originados por exposicdo solar prolongada. Existem outras provas de que estes
compostos podem ser (teis no tratamento de uma variedade de cancros graves, incluindo
melanoma, cancro cervical, algumas formas de leucemia e carcinomas das células basais €
escamosas. Os retindides também mostraram uma capacidade de serem eficazes no
tratamento de leses celulares pré-malignas, tais como leucoplasia oral e na prevengdo da

ocorréncia de doencas malignas.

O uso dos retindides estd associado a um certo numero de efeitos secundarios
significativos. Os mais graves consistem em, como uma classe, eles se encontrarem entre os

mais potentes teratogenos conhecidos. Os teratdgenos sdo compostos que provocam graves
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defeitos congénitos durante periodos especificos de exposigdo fetal. Outros efeitos

secundarios incluem irritacdo dos tecidos tratados, que pode ser tdo grave que os pacientes
nio conseguem tolerar o tratamento.

Foram realizadas vérias pesquisas para a elucidacdo das relagdes estrutura-actividade
que governam as capacidades dos retindides sintéticos em induzirem as varias consequéncias
farmacolégicas da exposi¢do ao 4cido retindico. Contudo, isto tem sido uma tarefa dificil,
uma vez que os ensaios disponiveis aos investigadores tém sido bioensaios realizados em
animais intactos ou em tecidos isolados. As limitagdes técnicas tém, frequentemente,
imposto o uso de diferentes espécies animais, pequenas, para diferentes ensaios. A
interpretagdio dos resultados tem sido complicada por possiveis efeitos farmacocinéticos e
metabdlicos e possiveis diferengas entre espécies nos receptores envolvidos. No entanto,
foram observadas diferencas claras nos efeitos farmacologicos de varios retindides

sintéticos.

Foi conseguida, em 1988, uma percep¢do importante relativamente 20 mecanismo
molecular da transdugio do sinal do 4cido retindico. Antes disso, véarias proteinas de ligagdo
de retindides, de elevada abundancia celular, tinham sido incorrectamente consideradas
como os receptores de transdugdo do sinal para o acido retindico. Em 1988, mostrou-se que
um membro da superfamilia do receptor intracelular esterdide/hormona tirdide (Evans,
Science, 240:889-95 (1988)) transduzia um sinal de acido retinéico (Giguere et al., Nature,
330:624-29 (1987); Petkovich et al, Nature, 330:444-50 (1987)). Esta verificagdo
inesperada relacionou o 4cido retindico com outras hormonas néo peptidicas, ¢ elucidou o
mecanismo dos efeitos do acido retindico na alteragdo da fungdo celular. E agora conhecido
que os retindides regulam a actividade de duas subfamilias diferentes de receptores
intracelulares; os Receptores do Acido Retindico (RAR) e os Receptores de Retinéide X
(RXR).

O primeiro receptor do 4cido retindico identificado, designado por RAR-alfa, actua
na modulaciio da transcrigio de genes alvo, especificos, de um modo que ¢ dependente do
ligando, tal como se mostrou ser o caso de muitos dos membros da superfamilia do receptor
intracelular esterdide/hormona tirdide. O ligando enddgeno, de baixa massa molecular, do
qual depende a actividade de modula¢o da transcrigdo do RAR-alfa é o acido totalmente
trans-retindico. As variacdes na expressio de genes, mediada pelo receptor do 4cido
retindico, resultam em alteragdes caracteristicas no fenétipo celular, com as consequéncias
de muitos tecidos manifestarem a resposta biolégica ao acido retindico. Foram recentemente
identificados dois genes adicionais intimamente relacionados com o RAR-alfa e foram

designados por RAR-beta ¢ RAR-gama ¢ estio muito relacionados (Brand et al., Nature,
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332:850-53 (1988); Ishikawa et al., Mol. Endocrin., 4:837-44 (1990)). Na regido dos
receptores retindides que se pode mostrar conferir ligagdo a ligando, as sequéncias de
amino4cidos primarias divergem em menos do que 15% entre os trés subtipos ou isoformas
de RAR. O 4cido totalmente frans-retindico ¢ um ligando natural dos receptores do 4acido
retindico (RAR) e é capaz de se ligar a estes receptores com afinidade elevada, resultando na
regulacio da expressio dos genes. O metabolito retinoide, recém descoberto, acido

9-cis-retindico é também um activador dos RAR.

Foi feita, recentemente, uma observagio relacionada, mas inesperada, (Mangelsdorf
et al., Nature, 345:224-29 (1990)), em que outro membro da superfamilia do receptor
esterdide/tirdide também mostrou ter resposta ao acido retinéico. Este novo subtipo de
receptor retindide foi designado Receptor de Retindide X (RXR), porque certos dados
anteriores sugeriam que um derivado do 4cido totalmente trams-retindico poderia ser o
ligando endégeno para o RXR. Tal como com os RAR, sabe-se, também, que os RXR tém,
pelo menos trés subtipos ou isoformas, nomeadamente RXR-alfa, RXR-beta ¢ RXR-gama,
com padrdes de expressdo Unicos, correspondentes. (Manglesdorf et al., Genes & Devel,
6:329-44 (1992)).

Embora tanto os RAR como os RXR respondam in vivo ao acido totalmente
trans-retindico, os receptores diferem em varios aspectos importantes. Primeiro, os RAR e
os RXR sao signiﬁcativémente divergentes na estrutura primaria (e.g. os dominios de
ligagio de ligando de RARa e de RXRa tém apenas 27% de identidade de aminoacido).
Estas diferencas estruturais reflectem-se nos diferentes graus relativos de capacidade de
resposta dos RAR € RXR a varios matabolitos da vitamina A e a retinbides sinteticos.
Adicionalmente, sio observados padrdes distintamente diferentes de distribuicdo tissular
para os RAR ¢ RXR. Por exemplo, em contraste com os RAR, que ndo sdo expressos em
niveis elevados nos tecidos viscerais, mostrou-se que 0 ARNm de RXRa ¢ muito abundante
no figado, rim, pulmdo, musculo e intestino. Finalmente, os RAR e os RXR tém
especificidade diferente para o gene alvo. Por exemplo, foram identificados recentemente
elementos de resposta nos genes da proteina de ligagdo retinica tipo II (CRBPII) e da
apolipoproteina Al celulares, que conferem capacidade de resposta a0 RXR, mas ndo ao
RAR. Adicionalmente verificou-se recentemente que o RAR reprime a activagdo mediada
por RXR através do elemento de resposta de CRBPII a RXR (Manglesdorf ef al., Cell,
66:555-61 (1991)). Estes dados indicam que as duas vias de resposta ao 4cido retindico ndo
sio simplesmente redundantes, mas em vez disso, manifestam uma interactividade
complexa. Recentemente, Heyman et al. (Cell, 68:397-406 (1992)) e Levin et al. (Nature,
355:359-61 (1992)) mostraram, independentemente, que o acido 9-cis-retindéico € um

ligando endégeno, natural, dos RXR. Mostrou-se que o icido 9-cis-retindico se liga e
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transactiva os RXR, bem como os RAR e, consequentemente, parece actuar como um
ligando “bifuncional”.

Considerando a natureza relacionada, mas claramente distinta, destes receptores,
ligandos que fossem mais selectivos para a subfamilia do Receptor de Retindide X, teriam
grande valor para o controlo selectivo de processos mediados por uma ou mais das isoformas
de RXR, e proporcionariam a capacidade de controlo independente dos processos
fisiologicos mediados pelos RXR. Ligandos que afectam preferencialmente uma ou mais,
mas niio todas, as isoformas do receptor também oferecem a possibilidade de eficiéncia

terapéutica melhorada, quando usados para aplicagdes medicinais.

Em EP-A-0206162 ¢ GB-A-2197316 descrevem-se compostos aromaticos biciclicos
e propdem o seu uso para o tratamento de condi¢des dermatolégicas. Contudo, estes
documentos nio fazem referéncia a actividade selectiva dos compostos descritos sobre os
Receptores de Retinoide X.

A totalidade das descri¢des das publicagdes e referéncias anteriormente referidas, e

das que adiante se referirem nesta descri¢io estdo aqui incorporadas por referéncia.
SUMARIO DO INVENTO

O presente invento proporciona agora novos compostos aromaticos biciclicos, que
podem ser usados na modulagdo de processos mediados por um ou mais Receptores de
Retindide X. Mais particularmente, o invento refere-se a compostos que activam
selectivamente ou preferencialmente os Receptores de Retindide X, quando em comparagdo
com os Receptores do Acido Retindico. Estes compostos modulam selectivamente processos
mediados por Receptores de Retindide X. Consequentemente, este invento também se refere
a métodos para a modulagio de processos mediados selectivamente por um ou mais
Receptores de Retindide X, quando em comparagdo com os Receptores do Acido Retindico,
através do uso-dos compostos deste invento. Exemplos de compostos utilizados e que
constituem parte deste invento incluem derivados biciclicos de benzilo, piridinilo, tiofeno,
furanilo e pirrolo. Estio também incluidas no &mbito deste invento composigdes
farmacéuticas contendo os compostos descritos. Também estdo incluidos métodos de
identificag3o ou de purificagdio de Receptores de Retindide X utilizando os compostos deste

invento .




83916
EP 0678 086/PT -

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

O presente invento pode ser melhor entendido e as suas vantagens avaliadas pelos

peritos na arte, por referéncia aos desenhos em anexo em que :

A Figura 1 apresenta os perfis dose-resposta normalizados mostrando a
transactivacio de isoformas de RAR e RXR pelo 3-metil-TTNCB

A Figura 2 apresenta os perfis dose-resposta normalizados mostrando a

transactivacio de isoformas de RAR e RXR pelo 4cido totalmente frans-retindico.

A Figura 3 apresenta os perfis dose-resposta normalizados mostrando a
transactivacio de isoformas de RAR e RXR pelo dcido 9-cis-retindico.

A Figura 4 apresenta os perfis dose-resposta normalizados mostrando a
transactivacio de isoformas de RAR e RXR pelo 3-metil-TTNEB.

A Figura 5 apresenta os perfis dose-resposta normalizados mostrando a
transactivagio de isoformas de RAR e RXR pelo 3-bromo-TTNEB.

A Figura 6 apresenta os perfis dose-resposta normalizados mostrando a
transactivacio de isoformas de RAR ¢ RXR pelo 3-metil-TTNCHBP.

A Figura 7 apresenta os perfis dose-resposta normalizados mostrando a
transactivagio de isoformas de RAR e RXR pelo 3-metil-TTNEHBP.

A Figura 8 apresenta a inibi¢do da actividade de transglutaminase pelos acido 9-cis-
retinodico, acido totalmente frans-retindico e 3-metil-TTNCB.

A Figura 9 apresenta a Resposta & Dose Topica, com base no teste em ratinhos
Rhino, para o acido 9-cis-retindico, acido totalmente trans-retindico, 3-metil-TTNCB e 1,25-
di-hidroxi-Vitamina D.

A Figura 10 apresenta o efeito no colesterol HDL de ratazana do acido totalmente
trans-retindico, acido 9-cis-retindico, 3-metil-TTNCB e 3-metil-TTNEB.

A Figura 11 apresenta o efeito relacionado com a concentragdo de 3-metil-TTNEB e

TTNPB, individualmente, na incorporagio de timidina radiomarcada no ADN.
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A Figura 12 apresenta o efeito relacionado com a concentragdo de uma combinagio
de 3-metil-TTNEB e TTNPB, na incorporagio de timidina radiomarcada no ADN.

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

Este invento descreve compostos ou ligandos semelhantes a retinéide que t€m
actividade selectiva para membros da subfamilia dos Receptores de Retindide X (RXR), em
comparagdo com membros da subfamilia dos Receptores do Acido Retinbico (RAR).
Exemplos destes compostos sdo derivados biciclicos de benzilo, piridinilo, tiofeno, furanilo

e pirrolo que podem ser representados pelas formulas:

nas quais:

R; e R, representam, cada um independentemente, hidrogénio ou alquilo ou acilo

inferior com 1-4 dtomos de carbono;

Y representa C, O, S, N, CHOH, CO, SO, SO, ou um sal farmaceuticamente
_aceitével;

R; representa hidrogénio ou alquilo inferior, com 1-4 atomos de carbono, em que Y é
CouN; '

R representa hidrogénio ou alquilo inferior, com 1-4 4tomos de carbono, em que Y¢é
C, mas Ry ndo existe se Y for N e nem R; ou Ry existem se Y for S, O, CHOH, CO, SO ou
SO;
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R’ representa HO, NC, (R7Rs)N, Ri70 Ry7;

R;s representa hidrogénio, um alquilo inferior com 1-4 carbonos, halogéneo, nitro,
OR5, SRy, NR7Rg, ou (CF),CF3, com a condigio de, se em conjunto, Rs, Rig, Rij, Riz € Ry,
forem todos hidrogénio e Z, Z’, Z’°,Z”’ *, e Z”’ *’ forem todos carbono ou se R’ representar

HO, entdo Rs ndo ¢ hidrogénio;

Rs, Rio, Rit, Ri2, Ry | representam, cada um independentemente, hidrogénio, um
alquilo inferior com 1-4 carbonos, halogéneo, nitro, OR7, SR7, NR7Rs, ou (CF).CF3 e
existem apenas se 0 Z, Z’, Z’, Z’ ’, ou Z”” 77 em que tém origem for C, ou, cada um
independentemente, representa hidrogénio ou um alquilo inferior com 1-4 carbonos se o Z,
Z’,27,7Z ", ouZ” > em que tém origem for N num anel de cinco membros, e em que um
de Rg.Rig, Ry1,Riz0u Ry3, for X

R; e R8 representam, cada um, independentemente, hidrogénio ou um alquilo inferior

com 1-6 carbonos;

Ry representa um alquilo inferior com 1-4 carbonos, fenilo, alquilo aromatico ou g-

hidroxifenilo, q-bromofenilo, g-clorofenilo, q-fluorofenilo ou g-iodofenilo, em que g=2-4;

R4 representa hidrogénio, um alquilo inferior com 1-4 carbonos, oxo, hidroxi, acilo

com 1-4 carbonos, halogéneo, tiol ou tiocetona,

R,; representa hidrogénio, alquilo inferior com 1-8 carbonos, alcenilo, (incluindo
alcenos substituidos com halogéneo, acilo, OR; e SRj7), Ry, acido alquilcarboxilico
(incluindo alquilos substituidos com halogéneo, acilo, OR; e SRy), acido alcenilcarboxilico
(incluindo alcenos substituidos com halogéneo, acilo, OR; e SRy), alquilaminas (incluindo
alquilos substituidos com halogéneo, acilo, OR; e SR;) e alcenilaminas (incluindo alcenos

substituidos com halogéneo, acilo, OR; € SR7);

X é COOH, tetrazolo, PO;H, SO;H, CHO, CH,OH, CONH;, COSH, COORs,
COSRs, CONHRg ou COOW em que W ¢ um sal farmaceuticamente aceitavel e em que X
pode ter origem em qualquer C ou N do anel, desde que, contudo, X ndo possa ser COOH,
CHO, CH,OH, CONH,, COORy, ou COOW quando X ¢ originado de um C na posigéo 2 ou
6 do anel;

Z,2',2,2Z"° > eZ” > representam cada um, independentemente, C, S, O, N ou um

sal farmaceuticamente aceitavel, mas nio é O ou S se estiver ligado através de uma ligagdo
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dupla a outro destes Z ou se estiver ligado a outro destes Z que € O ou S, € ndo € N se estiver

ligado através de uma ligacéo simples a outro destes Z que € N;
n=0-3;¢e

as linhas a tracejado na segunda estrutura apresentada representam ligagdes duplas

opcionais.

Tal como usado nesta descri¢do, sais farmaceuticamente aceitaveis incluem, mas ndo
estdo limitados a: cloridrico, brom_idrico, iodidrico, fluoridrico, sulftirico, citrico, maleico,
acético, lactico, nicotinico, succinico, oxalico, fosférico, malénico, salicilico, fenilacético,
estearico, piridina, amonio, piperazina, dietilamina, nicotinamida, férmico, ureia, sodio,
potassio, calcio, magnésio, zinco, litio, cinamico, metilamino, metanossulfonico, picrico,
tartarico, trietilamino, dimetilamino, e tris(hidroximetil)aminometano. S4o conhecidos pelos

peritos na arte sais farmaceuticamente aceitaveis adicionais.
Derivados representativos de acordo com o presente invento incluem os seguintes:

oxima do 4cido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-3,6,7,8-tetra-hidro-2-naftil)carboxil]-

benzéico, designado por Composto 112, e

metiloxima do acido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-3,6,7,8-tetra-hidro-2-naftil)carboxil]-

benzdico, designado por Composto 115.

Estruturas representativas para estes compostos sao as seguintes:

OH
N

w LG
- COMH

Oxima do acido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-

tetra-hidro-2-naftil)carbonil]benzéico
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N/OH
l
Et-112
COE!

Oxima de etil-4-[(3,5,5,8,8-pentametil-35,6,7,8-
* tetra-hidro-2-naftil)carbonil}benzoato

113
Br COH

Oxima do 4cido 4-[(3-bromo-5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-
tetra-hidro-2-naftil)carbonil]benzdico

"f
F
COH

Oxima do acido 2-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-

tetra-hidro-2-naftil)carbonil]piridina-5-carboxilico

N/OMe
H

Metiloxima do 4cido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-
tetra-hidro-2-naftil)carboniljbenzdico
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Et-115 “‘\
CO,E!

Metiloxima de etil-4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-
tetra-hidro-2-naftil)carbonil}benzoato

Metiloxima do acido 2-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-
tetra-hidro-2-naftil)carbonil]piridina-5-carboxilico

N,/ \/\/
COH

Butiloxima do 4cido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-
tetra-hidro-2-naftil)carbonil]benzoéico

Propiloxima do acido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-

tetra-hidro-2-naftil)carbonil]benzéico
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N/CN

140

CO,H

Ciano-imina do acido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-
tetra-hidro-2-naftil)carbonil]benzdico

~”°\/\

141

Aliloxima do acido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-
tetra-hidro-2-naftil)carbonil]benzoico

—""° N _-COH

142

CoH

4-(4cido 3-metil-but-2-endico)oxima do acido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-
5,6,7,8-tetra-hidro-2-naftil)carbonilJbenzoico
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N —° \/\
NH,°CT

s (U

1-Aminoetiloxima do acido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-

tetra-hidro-2-naftil)carbonil]benzoico
Adicionalmente, os grupos tiofeno, furanilo, piridina, pirazina, pirazolo, piridazina,
tiadiazolo e pirrolo actuam como isosteres dos grupos fenilo € podem substituir-se ao grupo
fenilo dos derivados benzilicos biciclicos anteriores.
Derivados representativos do presente invento podem ser preparados de acordo com

os esquemas sintéticos ilustrativos, seguintes, em conjunto com as secgdes abaixo que se

referem 2 “Sintese de oximas e de metiloximas” e de alquiloximas e cianoiminas:
1) PC15 RisgP2
| [
M
DACE R kf\(o ¢
RJ Ry ®)

1) KOH/MeOH Refe 1

2) HCVH,0

Os compostos de estrutura 1 com Rs=alquilo inferior sdo preparados de acordo com a
patente U.S. n°® 2,897,237. Quando Rs=Halo, OH, amino ou tio, os produtos sdo preparados
em condicdes de reacgdo de Friedel-Crafts comum, combinando o benzeno substituido

adequado com 2,5-dicloro-2,5-dimetil-hexano na presenca de tricloreto de aluminio.
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A condensacio de 1 com tereftalato de mono-metilo 2 foi realizada por adi¢do de
PCls a 1 e 2, em CH,Cl,, seguida da adigdo de AICl;, 4 temperatura ambiente.

Os ésteres metilicos 3 resultantes s3o hidrolizados no 4cido carboxilico 4 por refluxo
em KOH-MeOH aquoso, seguindo-se acidificagéo.

1) NaBH /MeOH

2) HCYH,0

(C6H5)3P,'CHBBT'

3
N&N—Hz
6
R, R, CH,
Rg
1) KOH/MeOH Ry "Rs o]
2) HCVH,0 7

O tratamento da cetona 4 com NaBH; originou o alcool 5.

O tratamento do éster metilico 3 com brometo de metiltrifosfénio-amida de sédio, em

THF, originou o composto metano 6.

O acido carboxilico 7 foi formado por adigio de KOH ao composto metano 6, em
MeOH, seguida de acidificag@o.

A, Rz Ghe 2y R Rz H CHJ\\
“ \| ' ) Me - D‘:'/C I; l "\/!YDME
4 Q ~
6
9
CH
1. KOH. MeOH Rm
| (D on
2. HCl .
Ry R, s S
10




83916
EP 0 678 086/ PT
14

O tratamento do éster metilico 6 com hidrogénio gasoso e paladio a 5% sobre carvio,
em acetato de etilo, origina o composto hidrogenado 9.

O tratamento do composto 9 com KOH aquoso em MeOH em refluxo, seguido de
acidificacdo, origina o composto acido carboxilico 10.
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A condensagio de 1 com 4cido tiofeno-2,5-monometil-dicarboxilico ou 4cido furanil-
2,5-monometil-dicarboxilico foi realizada por adi¢ao de PCls em CH>Cl, seguida da adigdo
de AICl;, 4 temperatura ambiente, para originar os ésteres 11 e 12, que foram hidrolizados
com KOH, seguindo-se acidificagdo nos acidos correspondentes.
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Os compostos 4,4-dimetilcromano e 4,4-dimetil-7-alquilcromano do tipo 13 e 14,
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bem como os analogos 4,4-dimetiltiocromano, 4,4-dimetil-7-alquiltiocromano, 4,4-dimetil-
1,2,3,4-tetra-hidroquinolina e  4,4-dimetil-7-alquil-1,2,3,4-tetra-hidroquinolina, foram
sintetizados por métodos semelhantes aos utilizados para o composto 3 i.e., condigdes de
Friedel-Crafts combinando o dimetilcromano, dimetiltiocromano ou dimetiltetra-
hidroquinolina adequado com o cloreto 4cido de tereftalato de mono-metilo, na presenca de
AICl; ou SnCly, seguindo-se hidrdlise basica e acidificagdo para originar o dcido carboxilico.
Para a sintese dos analogos de tetra-hidroquinolina, foi necessério acilar a amina antes do
acoplamento de Friedel-Crafts com o cloreto 4cido de tereftalato de mono-metilo. Para a
sintese dos dimetilcromanos, dimetiltiocromanos e tetra-hidroquinolinas adequados, ver
patentes U.S. n* 5,053,523 e 5,023,341 e a publicagéo de patente europeia n° 0284288.
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Os compostos do tipo 18 foram sintetizados por adigdo nucleofila do reagente de
Grignard 16 a bromotetralona, bromo-indano, ou outro derivado cetona biciclica. O
tratamento do alcool resultante com HCI metandlico originou o intermediario 17. O
deslocamento do bromo com CuCN em quinolina originou o nitrilo que foi, depois,
hidrolizado no 4cido 18, em KOH em refluxo. O composto de bromo 15 foi sintetizado a
partir de 2,5-dicloro-2,5-dimetil-hexano e 2-bromotolueno com uma quantidade catalitica de
AlCl;.
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O tratamento dos compostos 3-metil-TTNCB e 3-metil-TTNEB com DCC,

p-aminofenol e DMAP resultou nos amino-ésteres 19 e 20.
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Podem ser preparados derivados piridinal representativos (compostos 21, 23, 26 € 27)
de acordo com os esquemas sintéticos ilustrativos apresentados anteriormente. A sintese do
composto 21 ¢ semelhante a que foi anteriormente descrita para o composto 7. Os
pentametil-tetra-hidronaftaleno 1, cloreto dcido de piridinal 24 e AICl; sdo agitados em
CH,Cl; para originarem a cetona 25. O tratamento da cetona 25 com brome‘to de
metiltrifosfénio-amida de sodio, em THF, originou o composto etenilo 26. A hidrdlise de 26
(KOH, MeOH) seguida de acidificagdo originou o 4cido 21. O analogo ciclopropilico 23 foi
sintetizado por tratamento do composto etenilo 26 com CHal, zinco em p6, CuCl em éter
em refluxo (reacgdo de Simmons-Smith). A hidrélise do éster ciclopropilico 27 resultante foi
conseguida com KOH metanélico, seguindo-se acidificacdo, para originar o composto 23.
Quando R;-Rs sdo metilo, por exemplo, € obtido o composto 62 (TPNCP), tal como

mostrado no Exemplo 33 seguinte.

Podem ser igualmente preparados pelo mesmo método descrito para o analogo 23
outros derivados ciclopropilicos como o TPNCB: a olefina 6 ¢ tratada com o reagente de
Simmons-Smith descrito anteriormente, seguindo-se hidrolise com KOH metandlico e
acidificacio (HCI) sendo originado o derivado ciclopropilico desejado. Podem ser
sintetizados derivados epoxi, tais como TPNEB, por tratamento do composto 7 com acido

m-cloro-perbenzdico, a temperatura ambiente, em CH,Cl,, durante varias horas.

Alternativamente, .analogos piridinal, tais como TPNEP, TPNEPC e 3TTNEPE,

podem ser preparados pela via sintética seguinte.

(Segue esquema)
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Sintese de Oximas e Metiloximas

Oxima de Acido Carboxilico:
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Sintese de Alquiloximas
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Derivados oxima representativos (compostos 112, 113 e 114) podem ser preparados
de acordo com os esquemas sintéticos ilustrativos apresentados anteriormente. A sintese de
uma metiloxima representativa (composto 115) também ¢ apresentada. Uma cetona tal como
3-metil-TTNCB ¢é tratada com cloridrato de hidroxilamina em piridina e aquecida ao refluxo
para originar a oxima 112. Os ésteres de alquiloxima s&o preparados a partir da cetona
correspondente (tal como 3-etil-TTNCB) por tratamento com cloridrato de metiloxima em
piridina em refluxo originando a metoxi-imina 116. Ver, também, os Exemplos 44-49,
seguintes. O Et-115 (e outros esteres etilicos tais como Et-58, Et-62, Et-3-metil-TTNEB)
podem ser feitos por tratamento dos respectivos acidos carboxilicos como cloreto de oxalilo
para a formag3o do cloreto de 4cido, seguindo-se tratamento com EtOH e piridina originando
o éster etilico. A oxima Et-112 pode ser feita a partir de benzoato de Et-4-[(3,5,5,8.8-
pentametil-S,6,7,8-tetra-hidr0-2-naﬁil)carbonil] (Et-3-metil TTNCB) por tratamento com
piridina/EtOH ¢ NH,OH-CHI em refluxo.

As oximas substituidas (compostos 138-143) podem, também, ser preparadas tal
como apresentado anteriormente. Estes compostos foram sintetizados a partir da oxima livre
correspondente (112), por tratamento da oxima com NaH, seguindo-se alquilagio com o

grupo bromoalquilo adequado (R-Br).

Exemplos ilustrativos para a preparacdo de alguns dos compostos de acordo com este

invento sdo os seguintes:

Exemplo 1
Preparagiio do composto 112, no qual Ry, Ry, R3, Ry, Rs sdo metilo; R’ ¢ HO; X=COOH
(oxima de 3-metil-TTNCB):

Foram tratados 3-metil-TTNCB (4,41g, 12,6 mmol) em EtOH (10 ml) e piridina
(15,3 ml) com cloridrato de hidroxilamina (4,38 g, 63 mmol) e a mistura foi aquecida ao
refluxo. Apés 6 h, a mistura foi arrefecida ate a temperatura ambiente e o etanol foi
removido in vacuo. O residuo foi retomado em 4gua e a camada aquosa foi ajustada a pH=4-
5 com HCI aquoso 1 M. A solugdo aquosa foi extractada 3 vezes com EtOAc; as camadas
organicas foram combinadas e lavadas com éagua (2x) ¢ salmoura. A solugio orgénica foi
seca (NaSOQ,), filtrada e concentrada originando um sélido espumoso, branco. A
recristalizacio (CH,Cly/éter/hexanos) originou um sélido branco, 4,05 g (88%).

PF: 204-209°C (d); HRMS: 366,2060 (MH+); '"H-RMN (CDCly/d-4 MeOH) 6 1,22
(s, 6H, 2 (CH3)), 1,32 (s, 6H, 2 (CHa)), 1,69 (s, 4H, 2 (CHy)), 2,11 (s, 3H, CH»), 6,99 (s, 1H,
Ar-CH), 7,20 (s, 1H, Ar-CH), 7,53 (1/2 ABq, 2H, J=8.4 Hz, A v=183,0 Hz-Ar-CH), 7,99
(1/2 ABq, 2H, J=8,4 Hz, A v=183,0 Hz-Ar-CH).
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Exemplo 2 _
Preparacdo do composto 113, no qual Ry, Ry, R3;, Ry sdo metilo; Rs é bromo; R’ é HO;
X=COOH (oxima de 3-bromo-TTNCB, 41):

O éster metilico de 3-bromo-TTNCB (399 mg, 0,93 mmol) em MeOH (2 ml) foi
tratado com cloridrato de hidroxilamina (97 mg, 1,4 mmol) e KOH (156 mg, 2,8 mmol) e a
mistura foi aquecida ao refluxo durante 3 h. A reacgdo foi processada de um modo idéntico
ao descrito para 112 originando um sélido branco, 330 mg (83%).

PF: 240-244°C (d); 'H-RMN (CDCl;) § 1,26 (s, 6H, 2 (CHz)), 1,33 (s, 6H, 2 (CHy)),
1,72 (s, 4H, 2 (CH»)), 7,30 (s, 1H, Ar-CH), 7,54 (s, 1H, Ar-CH), 7,92 (1/2 ABq, 2H, J=8,3
Hz, A v=113,5 Hz, Ar-CH), 8,20 (1/2 ABq, 2H, J=8,3 Hz, A v=113,5 Hz, Ar-CH).

Exemplo 3
Preparagiio do composto 114, no qual Ry, Ry, R3, Ry, R;s sdo metilo; R’ € HO; X=COOH,
Z=N; Z’, Z”, Z’=CH (oxima de 57):

O composto foi preparado de um modo semelhante ao descrito para 113, com a
excep¢io de o composto 53, em vez de 3-metil-TTNCB, ter sido a cetona de partida. A
cromatografia “flash” em SiO; (hexanos:EtOAC; CH:Cl:isopropnol= 10:5:1:1) do produto
em bruto originou um sélido branco, pegajoso, 83 mg (86%).

PF: 167-172°C (d); HRMS: 367,2025 (MH");IV de FT (puro) 3600-3230 (largo),
2062, 2928, 2664, 1697, 1593, 1296, 1273, 1122, 1028, 964 cm’'; "H-RMN (CDCl3) 6 1,23
(s, 6H, 2 (CH3)), 1,32 (s, 6H, 2 (CHs)), 1,69 (s, 4H, 2 (CHy)), 2,14 (s, 3H, CH;) 7,05 (s, 1H, i
Ar-CH), 7,22 (s, 1H, Ar-CH), 7,49 (1/2 ABq, 2H, J=28 Hz, Ar-CH), 8,25 (1/2 ABq, 2H,
J=8,0 Hz, Ar-CH); 9,21 (s, 1H, Ar-CH).

Exemplo 4
Preparagio do composto 115, no qual R|, Rz, R, Ry, Rs sdo metilo; R € CH;0; X=COOH
(metoxioxima de 3-metil-TTNCB):

Foram tratados 3-metil-TTNCB (560 mg, 1,60 mmol) em EtOH (2 ml) e piridina
(1,3 ml) com cloridrato de metoxilamina (402 g, 4,81 mmol) e a mistura foi aquecida ao
refluxo. Ap6s 6 h, a mistura foi arrefecida até 4 temperatura ambiente € 0 etanol foi
removido in vacuo. O residuo foi retomado em 4gua e a camada aquosa foi ajustada a pH=4-
5 com HCI aquoso 1 M. A solugiio aquosa foi extractada 3 vezes com EtOAc; as camadas
organicas foram combinadas e lavadas com é4gua (2x) e salmoura. A solugdo orgénica foi

seca (NaSOQy), filtrada, concentrada e recristalizada (CH,Cly/hexanos) originando um sélido
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branco, 564 mg (93%). v

PE: 228-228,5°C; LRMS: 380 (MH"); 'H-RMN (CDCl;) § 1,22 (s, 6H, 2 (CH3)), 1,31
(s, 6H, 2 (CHa)), 1,69 (s, 4H, 2 (CHa)), 2,08 (s, 3H, CH;), 4,01 (s, 3H, OCHjy), 6,95 (s, 1H,
Ar-CH), 7,18 (s, 1H, Ar-CH), 7,57 (1/2 ABq, 2H, J=8,4 Hz, A v=188,3 Hz, Ar-CH), 8,04
(1/2 ABq, 2H, J=8.4 Hz, A v=188,3 Hz, Ar-CH).

Exemplo 5
Preparagdo do composto 116, no qual R, Ra, R, Ry, Rs sdo metilo; R’ ¢ CH;0; X=COOH;
Z=N; 7’, Z”, Z””=CH (metiloxima de 57):

O éster metilico de 3-metil-TTNCB (151 mg, 0,41 mmol) em EtOH (1 ml) foi tratado
com cloridrato de metoxilamina (52 mg, 0,62 mmol) e piridina (70 pl, 0,82 mmol) e a
mistura foi aquecida ao refluxo durante 5 h. A reac¢do foi processada de um modo idéntico
ao descrito para 115 originando um sélido (169 mg). O produto em bruto fo1 hidrolizado em
KOH/MeOH em excesso, a temperatura ambiente, durante 24 h. O metanol foi removido
in vacuo. O residuo foi retomado em 4dgua e a camada aquosa foi ajustada a pH=4-5 com
HCl aquoso 1 M. A solucdo aquosa foi extractada 3 vezes com EtOAc; as camadas organicas
foram combinadas e lavadas com agua (2x) e salmoura. A solu¢do organica foi seca
(NaSQy), foi filtrada, concentrada e cristalizada (Et,O/hexanos) originando um solido
branco, 96 mg (61%).

PF: 260-263°C; 'H-RMN (CDCl3) § 1,22 (s, 6H, 2 (CHz)), 1,30 (s, 6H, 2 (CHa)), 1,68
(s, 4H, 2 (CHy)), 2,10 (s, 3H, CH3), 4,08 (s, 3H, OCHs), 6,99 (s, 1H, Ar-CH), 7,18 (s, 1H,
Ar-CH), 7,63 (d, 1H, Pi-CH, J=8,0 Hz), 8,31 (d, 1H, Pi-CH, J=8,0 Hz), 9,31 (d, 1H, Pi-CH).

Exemplo 6
Preparagdo do composto 138, no qual Ry, R, R;, Ry, Rs sdo metilo; R’ ¢ n-BuQ; X=COOH
(n-butiloxima de 3-metil-TTNCB):

Uma solugdo da oxima de 3-metil-TTNCB (composto 112, 121 mg, 0,33 mmol) em
THF (0,3 ml) e DMPU (0,3 ml) foi adicionada, a 0°C, a uma suspensao de NaH (24 mg,
1,0 mmol) em THF (1,0 ml). A suspensdo foi deixada aquecer até a temperatura ambiente
com agitagdo, durante 30 minutos e, depois, foi adicionada uma solu¢do de brometo de n-
butilo (136 mg, 110 pl, 1,0 mmol) em THF (1,0 ml). A solugéo foi deixada aquecer até a
temperatura ambiente e foi agitada durante 15 horas. Foi adicionado NH4Cl saturado
(3,0 ml) e a camada aquosa foi ajustada a pH=4-5 com HCI aquoso 1 M. A solug@o aquosa
foi extractada 3 vezes com EtOAc; as camadas orginicas foram combinadas e lavadas com
agua (2x) e salmoura. A solucio organica foi seca (MgSOs), filtrada, concentrada e foi

cristalizada (éter/hexanos) originando um sélido branco, 82 mg (58%).
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PF: 195-198°C; 'H-RMN (CDCl3) & 0,94 (t, 3H, CHs, J=7,4 Hz), 1,22 (s, 6H, 2
(CHs)), 1,31 (s, 6H, 2 (CHa)), 1,69 (s, 4H, 2 (CHy)), 1,72 (mult., 2H, CH,, J=7,3 Hz), 2,05
(s, 3H, CHa), 4,16 (t, 3H, OCH,, J=6,7 Hz), 6,97 (s, 1H, Ar-CH), 7,16 (s, 1H, Ar-CH), 7,57
(d, 2H, Ar-CH,, J=8 4 Hz), 8,04 (d, 2H, Ar-CH,, J=8,4 Hz).

Exemplo 7
Preparagéo do composto 139, no qual Ry, R;, R;, Ry, Rs sdo metilo; R’ € n-ProQ; X=COOH
(n-propiloxima de 3-metil-TTNCB):

Uma soluqﬁo. da oxima de 3-metil-TTNCB (composto numero 112, 121 mg,
0,33 mmol) em THF (0,3 ml) e DMPU (0,3 ml) foi adicionada, a 0°C, a uma suspensao de
NaH (24 mg, 1,0 mmol). A suspens3o foi deixada aquecer até a temperatura ambiente com
agitaciio, durante 30 minutos e, depois, foi adicionada uma solugao de brometo de n-propilo
(122 mg, 90 ul, 1,0 mmol) em THF (1,0 ml). A solugdo foi deixada aquecer até a
temperatura ambiente e foi agitada durante 15 horas. Foi adicionado NH,Cl saturado
(5,0 ml) e a camada aqudsa foi ajustada a pH=4-5 com HCI aquoso 1 M. A solugéo aquosa
foi extractada 3 vezes com EtOAc; as camadas organicas foram combinadas e lavadas com
agua (2x) e salmoura. A solugdo orginica foi seca (MgSOa), foi filtrada, concentrada e
cristalizada (éter/hexanos) originando um sélido branco, 99 mg (73%).

PF: 178-180°C; 'H-RMN (CDCl3) & 0,93 (t, 3H, CH;, J=7,4 Hz), 1,26 (s, 6H, 2
(CH3)), 1,35 (s, 6H, 2 (CH3)), 1,51 (mult, 2H, CH,, J=7,4 Hz), 1,73 (mult., 6H, 2
(CH,)/CH,), 2,09 (s, 3H, CHs), 4,24 (t, 3H, OCHz, J=7,4 Hz), 7,00 (s, 1H Ar-CH), 7,19 (s,
1H, Ar-CH), 7,60 (d, 2H, Ar-CH, J=8,5 Hz), 8,07 (d, 2H, Ar-CH,, J=8,5 Hz).

Exemplo 8
Preparagdo do composto 140, no qual Ry, Ry, R3, Ry, Rs sdo metilo; R’ é CN; X=COOH
(ciano-imina de 3-metil-TTNCB);,

Uma solugio de 3-metil-TTNCB (350 mg, 1,0 mmol) em cloreto de metileno
(1,5 ml) foi tratada com bis(trimetilsilil)carbodiimida (186 mg, 230 ul, 1,0 mmol), a
temperatura ambiente. A solugdo foi arrefecida até 0°C e foi tratada com uma solugio 1 M
de TiCls , em cloreto de metileno (2 eq., 2 ml, 2 mmol). A solugdo vermelho escura
resultante foi aquecida ao refluxo durante 8 horas. Foi adicionado um equivalente adicional
de TiCls (1 ml, de solugio 1 M em cloreto de metileno) e o refluxo foi continuado durante 3
horas e a analise por CCF indicou a conversdo completa num tnico produto. A solugdo foi
arrefecida até a temperatura ambiente e, depois, foi vertida em NaHSO, aquoso, gelado. A
mistura foi diluida com acetato de etilo e foi filtrada através de uma almofada de celite. A

camada aquosa foi lavada duas vezes com acetato de etilo e as camadas orgénicas foram
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combinadas. A soluciio orginica foi lavada duas vezes com agua € uma vez com solu¢do
aquosa, saturada, de NaCl, foi seca (Na;SOa), filtrada e concentrada. O residuo foi
cristalizado da solucdo com cloreto de metileno/hexanos/benzeno originando um sélido
amarelo claro, 207 mg, (55%).

PF: 217-219°C; IV (pastilha de KBr) 3500-2600 largo, 2961, 2924, 2666, 2210, 1693,
1582, 1560, 1427, 1408, 1314, cm’'; '"H-RMN (CDCly) 8 1,26 (s, 6H, 2 (CH3)), 1,32 (s, 6H,
2 (CH3)), 1,72 (s, 4H, 2 (CHy)), 2,11 (s, 3H, CHy), 7,14 (s, 1H, Ar-CH), 7,24 (s, 1H, Ar-CH),
7,90 (d, 2H, Ar-CH, J=8,1 Hz), 8,17 (d, 2H, Ar-CH, J=3,1 Hz); PC-RMN (CDCls) & 191.3,
170,5, 148.,6, 143,1, 140,4, 133,9, 132,7, 131,8, 130,4, 129,2, 125,9, 34,8, 34,7, 34,4, 34,1,
31,7, 31,6, 19,5; EM FAB Cy4H3¢N,0,: 375 (MH").

Exemplo 9
Preparagio do composto 141, no qual Ry, Ry, Ry, Rs, Rs sdo metilo; R’ € alil-O; X=COOH
(aliloxima de 3-metil-TTNCB):

Uma solucdo da oxima de 3-metil-TTNCB (composto numero 112, 100 mg,
0,27 mmol) em THF (0,3 ml) e DMPU (0,3 ml) foi adicionada, a 0°C, a uma suspensdo de
NaH (20 mg, 0,82 mmol) em THF (1,0 ml). A suspensdo foi deixada aquecer até a
temperatura ambiente com agitagdo, durante 30 minutos e, depois, foi adicionada uma
solugio de brometo de alilo (71 pl, 0,82 mmol). A solugdo foi deixada aquecer até a
temperatura ambiente € foi agitada durante um adicional de 12 horas. Foi adicionado NH4Cl
aquoso, saturado (5,0 ml), e a camada aquosa foi ajustada a pH=4-5 com HCl aquoso 1 M. A
solucdo aquosa foi extractada 3 vezes com EtOAc; as camadas organicas foram combinadas
e lavadas com agua (2x) e salmoura. A solugdo organica foi seca (MgSO), foi filtrada,
concentrada e cristalizada (éter/hexanos) originando um sélido branco, 87 mg (78%).

'H-RMN (CDCls3) & 1,21 (s, 6H, 2(CH3)), 1,31 (s, 6H, 2 (CH3)), 1,69 (s, 4H, 2(CHz)),
2,06 (s, 3H, CHs), 4,71 (d, 2H, OCH,, J=5,6 Hz), 5,19 (dd, 1H, =Cyuns, J=10,4, 1,5 Hz), 5,27
(dd, 1H, =C.s, J=17,2, 1,5 Hz), 6,02 (mult., 1H, =CH), 6,97 (s, 1H Ar-CH), 7,16 (s, 1H,
Ar-CH), 7,57 (d, 2H, Ar-CH, J=8,2 Hz), 8,03 (d, 2H, Ar-CH, J=8,2 Hz).

Exemplo 10

Preparagio do composto 142, no qual Ry, R R, Rs, Rs s3o metilo; R’ ¢€
HOOC-C=C(CH;)CH,-O; X=COOH (4-(3-metil-butenil-1-carboxi)oxima de 3-metil-
TTNCB):

Uma solugio da oxima de 3-metil-TTNCB (composto numero 112, 202 myg,
0,55 mmol) em THF (0,5 ml) e DMPU (0,5 ml) foi adicionada, a 0°C, a uma suspensao de
NaH (38 mg, 1,7 mmol) em THF (1,7 ml). A suspensdo foi deixada aquecer até a
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temperatura ambiente com agitagdo, durante 30 minutos e, depois, foi adicionada uma
solu¢do de carboxilato de 4-bromo-3-metil-but-2-eno-etilo (343 mg, 1,7 mmol). A solugdo
foi deixada aquecer até i temperatura ambiente e foi agitada durante 12 horas. Foi
adicionado NH4ClI aquoso, saturado (5,0 ml), e a camada aquosa foi ajustada a pH=4,5 com
HCI aquoso 1 M. A solugdo aquosa foi extractada 3 vezes com EtOAc; as camadas orgénicas
foram combinadas e lavadas com &agua (2x) e salmoura. A solugdo organica foi seca
(MgSQs), foi filtrada e concentrada originando um dleo amarelo. A cromatografia radial
(placa de SiO, de 1 mm, 9:1=hexano:EtOAc, com adi¢do gradual de isopropanol a 2%)
originou um o6leo amarelo. O éster foi hidrolizado em KOH/MeOH em excesso a
temperatura ambiente durante 24 horas. O metanol foi removido in vacuo. O residuo foi
retomado em 4gua e a camada aquosa foi ajustada a pH=4-5 com HCl aquoso 1 M. A
solugdo aquosa foi extractada 3 vezes com EtOAc; as camadas organicas foram combinadas
e lavadas com 4agua (2x) e salmoura. A solugdo organica foi seca (NaSQa), foi filtrada,
concentrada e cristalizada (Et,O/hexanos) originando um solido branco, 110 mg (43%).

'H-RMN (CDCl3) & 1,25 (s, 6H, 2(CHs)), 1,31 (s, 6H, 2 (CH3)), 1,70 (s, 4H, 2(CH,)),
2,06 (s, 3H, Ar-CHj), 2,14 (s, 3H, CH3), 4,71 (d, 2H, OCHp), 5,85 (s, 1H, =CH), 7,01 (s, 1H
Ar-CH), 7,16 (s, 1H, Ar-CH), 7,55 (d, 2H, Ar-CH,, J=8,2 Hz), 8,02 (d, 2H, Ar-CH,
J=8,2 Hz).

Exemplo 11 :
Preparagio do composto 143, no qual Ry, Ry, Ri3, R4, Rs sdo metilo; R’ €
C1-NH;+CH,CH,-0; X=COOH (2-aminoetiloxima de 3-metil-TTNCB):

Uma solugio da oxima de 3-metil-TTNCB (composto nimero 112, 108 mg,
0,30 mmol) e bromidrato de 2-bromoetilamina (182 mg, 0,89 mmol) em DMF (1 ml) foi
adicionado KOH em p6, em excesso, a 0°C. A solugdo amarela foi deixada aquecer até a
temperatura ambiente e foi agitada durante 48 horas. Foi adicionado NH,4Cl aquoso, saturado

(5,0 ml), e a camada aquosa foi ajustada a pH=2 com HCI aquoso 1 M. A solugéo aquosa foi

extractada 3 vezes com EtOAc; as camadas organicas foram combinadas e lavadas com agua
(2x) ¢ salmoura. A solugio organica foi seca (MgSOu), foi filtrada, concentrada e
recristalizada (Et;O/hexanos) originando um solido branco, 64 mg (50%).

IV (pastilha de KBr) 3600-3200 largo, 3420, 2922, 2855, 1695, 1591, 1456, 1364,

© 1231, 1017 cm’’; '"H-RMN (CDCl;) 8 1,21 (s, 6H, 2(CH3)), 1,29 (s, 6H, 2 (CHz)), 1,70 (s,

4H, 2(CHy)), 2,06 (s, 3H, Ar-CHs), 2,14 (s, 3H, CHs), 3,29 (m, 2H, CH,), 4,37 (m, 2H,
CH,), 7,00 (s, 1H Ar-CH), 7,24 (s, 1H, Ar-CH), 7,50 (d, 2H, Ar-CH,, J=8,0 Hz), 7,94 (d,
2H, Ar-CH,, J=8,0 Hz).
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Avaliacio da Selectividade do Subtipo do Receptor de Retinodide

Compostos retindides sintéticos representativos do corrente invento foram analisados
e verificou-se que exibiam selectividade de subtipo para os receptores retindides € que eram
capazes de modular processos mediados selectivamente pelos receptores de retindide X, tal

como se discute seguidamente com mais detalhe.

Tal como aqui empregue, a frase “processos mediados selectivamente pelos
receptores de retindide X” refere-se a processos bioldgicos, fisiologicos, endocrinolégicos e
outros processos corporais que sao mediados por receptores ou combinag¢des de receptores
que apresentam resposta a processos selectivos para receptores de retindide X, e.g.
compostos que activam selectivamente um e/ou miltiplos membros da subfamilia RXR. A
modulagio inclui activagfo ou intensificagio desses processos, bem como sua inibi¢do ou
repressio e pode ser conseguida in vitro ou in vivo. A modulagao in vivo pode ser realizada
numa larga gama de sujeitos, tais como, por exemplo, humanos, roedores, ovelhas, porcos,
vacas e semelhantes. Estd bem estabelecido que a modulagdo destes processos tem

relevancia directa para o uso no tratamento de estados de doenga.

Os receptores que apresentam resposta aos ligandos selectivos para o receptor de
retindide X incluem: receptor de retindide X-alfa, receptor de retindide X-beta, receptor de
retindide X-gama e variantes de unido codificadas pelos genes para estes receptores, bem
como varias suas combinagdes (i.e., homodimeros, homotrimeros, heterodimeros,
heterotrimeros e semelhantes). Também estdo incluidas combinagdes de receptores de
retinéide X com outros membros da superfamilia dos receptores esterdide/tirdide com os
quais os receptores de retindide X podem interactuar formando heterodimeros,
heterotrimeros e os heteromultimeros superiores. Por exemplo, as isoformas do receptor do
4cido retindico-alfa, beta ou gama formam um heterodimero com qualquer uma das
isoformas do receptor de retindide X, (i e alfa, beta ou gama, incluindo qualquer
combinagio das diferentes isoformas do receptor) e os varios receptores de retindide X
formam um heterodimero com o receptor tirdide e formam um heterodimero com o receptor
da vitamina D. Membros da subfamilia de receptores de retindide X formam um
heterodimero com certos “receptores orfios” incluindo PPAR (Issemann e Green, Nature,
347:645-49 (1990)); HNF4 (Sladek et al., Genes & Development 4:2353-65 (1990); a
familia COUP de receptores (e.g., Miyajima et al., Nucleic Acids Research 16:11057-74
(1988) ¢ Wang et al, Nature. 340:163-66 (1989); receptores semelhantes a COUP e
homélogos COUP, tais como os descritos por Mlodzik et al. (Cell, 60:211-24 (1990)) ¢
Ladias et al. (Science, 251:561-65 (1991)); o receptor ultra-espiraculo (e.g., Oro et al.,
Nature, 347:298-301 (1990)); e semelhantes.
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Tal como aqui empregue, a frase “membros da superfamilia dos receptores

esterdide/tirdide” (também conhecidos como “receptores nucleares” ou “receptores
intracelulares™) refere-se a proteinas de ligagdio de hormonas que operam como factores de
transcri¢io dependentes de ligando. Para além disto, esta classificagdo inclui membros
identificados da superfamilia dos receptores esteréide/tiréide para os quais ndo foram ainda
identificados ligandos especificos (referidos daqui em diante como “receptores orfdos”).
Todos os membros da superfamilia dos receptores intracelulares possuem a capacidade
intrinseca de ligacio a sequéncias especificas de ADN. A seguir a ligagdo, a actividade
transcricional de um gene alvo (i.e., um gene associado a uma sequéncia especifica de ADN)
¢ modulada como uma funcio do ligando que esta ligado ao receptor. Ver, também, Heyman
et al., Cell, 68:397-406 (1992) e pedido co-pendente U.S. n® de série 809,980 apresentado
em 18 de Dezembro de 1991, cuja descri¢do na sua totalidade estd aqui incorporada por

referéncia.

A modulagio da expressdo dos genes pelo ligando 4cido retinéico e seus receptores
pode ser examinada num sistema reconstituido em cultura celular. Foi utilizado um destes
sistemas para avaliar os compostos retindides sintéticos deste invento quanto 4 sua
interaccio com os subtipos RARa, RARB, RARy, RXRa, RXRB e RXRy do receptor

retindide.

O sistema para a reconstituigdo do controlo transcricional, dependente do ligando,
que foi desenvolvido por Evans et al., Science, 240:889-95 (1988), foi denominado uma “co-
transfecgdo” ou ensaio “cis-trans”. Este ensaio estd descrito mais detalhadamente nas
patentes U.S. n® 4,981,784 e 5,071,773, que sdo aqui incorporadas por referéncia. Ver,
também, Heyman et al., Cell, 68:397-406 (1992). O ensaio de co-transfecgdo proporciona
um mecanismo para avaliar a capacidade de um composto para modular a resposta de
transcricdo iniciada por um receptor intracelular. O ensaio de co-transfecgdo € um ensaio
funcional, rapido, que monitoriza a actividade de hormona ou de ligando, permite uma boa
previsdo de um sistema in vivo e pode ser utilizado para quantificar a poténcia e utilidade
farmacologica desses ligandos no tratamento de estados de doenga. Berger, et al., J. Steroid
Biochem Molec. Biol., 41:733-38 (1992).

Resumidamente, o ensaio de co-transfecgio envolve a introdugdo de dois plasmideos
por transfeccdo transiente num fundo de células mamiferas negativas para o receptor
retinéide. O primeiro plasmideo contém um ADNc de receptor retindide e dirige a expressao
constitutiva do receptor codificado. O segundo plasmideo contém um ADNc que codifica

uma proteina prontamente quantificavel, e.g., luciferase de pirilampo ou cloramfenicol-




83916
EP 0678 086/ PT

29

acetiltransferase (CAT), sob o controlo de um promotor contendo um elemento de resposta
a0 acido retindico, que confere dependéncia a retindide na transcrigio do repdrter. Neste
ensaio de co-transfecgdo, todos os receptores retindides respondem ao acido totalmente
trans-retindico de um modo semelhante. Este ensaio pode ser utilizado para medir com
precisio a eficiéncia e a poténcia do 4cido retindico e de retindides sintéticos como ligandos

que interactuam com os subtipos, do receptor retinoide, individuais.

Consequentemente, os compostos retindides sintéticos do presente invento foram
avaliados quanto a sua interac¢do com subtipos do receptor retinéide utilizando o ensaio de
co-transfeccdo no qual células CV-1 foram co-transfectadas com um ‘dos subtipos do
receptor retindide, uma construcdo reporter € um controlo interno para permitir a
normalizagio da resposta quanto & eficiéncia da transfeccio. O exemplo seguinte €

ilustrativo.

Exemplo 12

Retindides: O dacido totalmente frams—retindico (RA) e o acido 13-cis-retinéico
(13-cis-RA) foram obtidos de Sigma. O acido 9-cis-retindico (9-cis-RA) foi sintetizado
conforme descrito em Heyman ez al., Cell, 68:397-406 (1992). A pureza do retindide foi
estabelecida como sendo superior a 99% por cromatografia liquida de alto desempenho em
fase inversa. Os retindides foram dissolvidos em dimetilsulfoxido para utilizagdo nos ensaios

de activagdo transcricional.

Plasmideos: Os vectores de expressio do receptor utilizados no ensaio de
co-transfecgdio foram descritos anteriormente (pRShRAR-a: Giguere et al. (1987);
pRShRAR-B ¢ pRShRAR-y: Ishikawa et al. (1990); pRShRXR-o: Mangelsdorf ez al.,
(1990); pRSmMRXR-B € pRSMRXR-y: Mangelsdorf et al., Genes & Devel., 6:329-44 (1992)).
Um reporter plasmideo basal 2-MTV-LUC (Hollenberg e Evans, Cell, 55:899-906 (1988))
contendo duas  copias do elemento de resposta  TRE-palindrémico
5-TCAGGTCATGACCTGA-3’ (Umesono et al., Nature, 336:262-65 (1988)) foi usado em
transfecgdes para os RAR e foi usado CRBPIIFKLUC, que contém um RXRE (elemento de
resposta do receptor de retindide X (Mangelsdorf ez al., Cell, 66:555-61 (1991)), foi
utilizado em transfecgdes para os RXR.

Ensaio de Co-transfeccio em Células CV-1: Foi utilizada no ensaio cis-frans uma
linha de células de rim de macaco, CV-1. As células foram transfectadas com dois
plasmideos. O vector trans permitiu uma producio eficiente do receptor retinéide nestas

células que ndo expressam, normalmente, esta proteina receptora. O vector cis contém um
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produto gene facilmente ensaidvel, neste caso a luciferase de pirilampo, acoplado a um
promotor que responde a retindide, i. e, um RARE ou RXRE. A adicio de acido retindico
ou de um retindide sintético adequado resulta na formagio de um complexo retindide -RAR
ou -RXR que activa a expressdo do gene da luciferase, provocando a emissdo de luz pelos
extractos celulares. O nivel de actividade da luciferase € directamente proporcional 2 eficacia
do complexo retindide-receptor na activagdo da expressdo do gene. Esta abordagem sensivel
e reprodutivel de co-transfecgdo permite a identificagdo de retindides que interactuam com

as diferentes isoformas do receptor.

As células foram cultivadas em DMEM suplementado com soro de bovino fetal a
10% esgotado com resina de carvdo vegetal e as experiéncias foram conduzidas em placas
com 96 alvéolos. Os plasmideos foram transfectados transientemente pelo método do fosfato
de calcio (Umesono e Evans, Cell, 57:1139-46 (1989) e Berger et al., J. Steroid Biochem
Molec. Biol., 41:733-38 (1992)) utilizando 10 ng de um vector plasmideo de expressdo de
receptor pRS (promotor do virus do sarcoma de Rous) 50 ng do plasmideo reporter
luciferase (LUC), 50 ng de pRSP-GAL (B-galactosidase) como um controlo interno e 90 ng
de plasmideo portador, pGEM. As células foram transfectadas durante 6 horas e, depois,
lavadas para a remogdo do precipitado. As células foram, entdo, incubadas durante 36 horas
com ou sem retindide. Apés a transfec¢do, todos os passos subsequentes foram executados
num Aparelho Automatizado Beckman Biomek. Foram preparados extractos celulares e,
depois, ensaiados quanto as actividades de luciferase ¢ de -galactosidase, tal como descrito
por Berger et al. (1992). Todas as determinagdes foram realizadas em triplicado em duas
experiéncias independentes e foram normalizadas em relagdo a eficiéncia da transfecgao
utilizando PB-galactosidase como o controlo interno. A actividade retinéide foi normalizada
relativamente & do 4cido totalmente trans—retindico e é expressa como poténcia (EC50), que
é a concentragio de retinéide requerida para produzir 50% da resposta maxima observada e
eficiéncia (%) que é a resposta méxima observada em relagdo a do acido totalmente
trans-retindico a 10° M. Os dados obtidos s3o a média de, pelo menos, quatro experiéncias
independentes. Valores de eficiéncia inferiores a 5% ndo sdo estatisticamente diferentes do
fundo de 0%. Compostos com uma eficiéncia inferior a 20% a concentragdes de 10° M sio
considerados como inactivos. A concentragdes mais elevadas do composto, tais como 10*
M, estes compostos sio geralmente téxicos para as células e, assim, ¢ referida a eficiéncia
maxima a 10” M nas tabelas e figuras aqui contidas.

O composto retindide sintético 3-metil-TTNCB, tal como descrito anteriormente, foi
avaliado quanto a sua capacidade para regular a expressdo do gene mediada por receptores
retindides. Tal como apresentado na Figura 1, este composto € capaz de activar membros da

subfamilia RXR, i.e., RXRa, RXRpP ¢ RXRy, mas ndo tem, claramente, qualquer actividade
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significativa para membros da subfamilia RAR, ie., RARa, RARB e RARy. Foram
realizados ensaios utilizando 4acido totalmente trans-retindico (Figura 2) e 4cido
9-cis-retindico (Figura 3) para referéncia e pdem em evidéncia que estes isomeros do acido

retindico activam membros de ambas as subfamilias RAR e RXR.

A poténcia e a eficiéncia foram calculadas para o composto 3-metil-TTNCB (ndo
coberto pelas presentes reivindicagdes), tal como sumarizado na tabela seguinte. Para
referéncia, os dados para o acido 9-cis-retindico também estdo incluidos. Posteriormente

proporcionaremos dados mostrando a poténcia e eficiéncia para oximas do presente invento.

TABELA |
Poténcia (nM Eficiéncia

3-metil-TTNCB

RXRa _ 330 130%
RXRp 200 52%
RXRy 260 82%
RARa >10.000 <2%
RARS >10.000 <4%
RARY >10.000 <4%
acido 9-cis-retindico

RXRa 150 140%
RXRP 100 140%
RXRy 110 140%
RARa 160 100%
RARP 5 82%
RARy 47 120%

Tal como mostrado pelos dados na Tabela 1, o 3-metil-TTNCB, activa os RXR
prontamente € a concentragdes baixas. Para além disso, o 3-metil-TTNCB € um activador
mais potente dos RXR do que dos RAR e activa, preferencialmente, os RXR quando
comparado com os RAR, uma vez que sdo requeridas concentragdes muito mais elevadas do
composto para activar os RAR. Em contraste, o acido 9-cis-retindico ndo activa
preferencialmente os RXR, tal como também se mostfa na Tabela 1. Em vez disso, o acido
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9-cis-retindico activa as isoformas RARP e RARy a concentragdes mais baixas € mais
prontamente do que as isoformas RXRB e RXRy e tem substancialmente a mesma

actividade, dentro da precisdo de medida, para a isoforma RARa quando comparada com a
isoforrna RXRa.

Um extracto que era referido como contendo acido 9-cis-retindico tinha sido
anteriormente referido como pelo menos 10 vezes mais potente na indugdo do RXRa do que
do RARo (Heyman et al., Cell, 68:397,399 (24 de Janeiro de 1992)). Dados actualmente
disponiveis indicam que o acido 9-cis-retindico ndo activa preferencialmente os RXR
quando comparados com os RAR, tal como mostrado e discutido anteriormente. Os
compostos deste invento activam preferencialmente os RXR quando comparados com os
RAR e sdo, preferivelmente, pelo menos, trés vezes mais potentes como activadores dos

RXR do que dos RAR e, mais preferivelmente pelo menos cinco vezes mais potentes como
activadores dos RXR do que dos RAR.

A poténcia e a eficiéncia foram também calculados para outros compostos
comparativos, nomeadamente, 3-metil-TTNEB, 3-bromo-TTNEB, 3-metil-TTNCHBP,
3-metil-TTNEHBP, TPNEP ¢ TPNCP, tal como sumarizado a seguir na Tabela 2.

TABELA 2
Poténcia (nM Eficiéncia

3-metil-TTNEB
RXRa 40 83%
RXR] 21 102%
RXRy 34 80%
RAR« >10.000 6%
RARPB >10.000 17%
RARy >10.000 19%
3-bromo-TTNEB
RXRao 64 88%
RXR[( 54 49%
RXRy 52 71%
RARx >10.000 3%
RARB >10.000 18%
RARYy >10.000 15%
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3-metil-TTNCHBP

RXRa 1100 113%
RXRB 1100 155%
RXRy 300 128%
RAR« >10.000 <2%
RARB >10.000 7%

RARy >10.000 17%

3-metil-TTINEHBP (63)

RXRa, 140 125%
RXRB 71 121%
RXRy 48 163%
RARG >10.000 <2%
RARB 1.900 25%
RARy >10.000 10%
TPNEP (58

RXRo. 5 75%
RXRpB 5 138%
RXRy 6 100%
RARG >10.000 <2%
RARB >10.000 <2%
RARy 1.500 24%
TPNCP (62)

RXRo 4 63%
RXRp 4 93%
RXRy 3 49%
RARG >10.000 <2%
RARP >10.000 <2%
RARy >10.000 <2%

Tal como mostrado pelos dados na Tabela 2, cada um de 3-metil-TTNEB, 3-bromo-
TTNEB, 3-metil-TTNCHBP, 3-metil-TTNEHBP, TPNEP e TPNCP activa, pronta e
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preferencialmente, os RXR, e sdo mais potentes como activadores dos RXR do que dos
RAR. A actividade reduzida destes compostos para os RAR quando em comparagdo com os

RXR também € mostrada para alguns destes compostos nas Figuras 4-7.

A poténcia e a eficiéncia dos compostos derivados oxima 112 e 115 também foram

calculadas tal como sumarizadas na seguinte Tabela 3.

TABELA 3
Poténcia (nM) Eficiéncia
Composto Oxima 112
RXRa 15 66%
RXR[( 8 51%
RXRy 12 62%
RARa >10.000 3%
RARP >10.000 3%
RARy >10.000 3%
Composto Oxima 115
RXRa 5 61%
RXRp 5 71%
RXRy 5 70%
RARa >10.000 4%
RAR[P >10.000 2%
RARy >10.000 3%

Tal como apresentado, os compostds oxima 112 e 115 activam preferencialmente os

RXR em comparagdo com os RAR.

A actividade selectiva dos compostos deste invento para os Receptores de Retindide
X ndo é exibida por outros compostos conhecidos. Por exemplo, compostos como o0s
descritos na patente U.S. n° 4,833,240 (Maignan et al.) parecem ser estruturalmente
semelhantes aos compostos deste invento, mas nio tém um grupo funcional (tal como
metilo, etilo, isopropilo, bromo, cloro, etc.) na posi¢do 3. Estes compostos t€ém pouca ou

nenhuma poténcia e ndo tém qualquer selectividade para os RXR.
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Por exemplo, um composto representativo da patente U.S. n°® 4,833,240 (Maignan) é
apresentado abaixo, '

0
' ‘ E CO,H

Maignon Ex. II

A poténcia e a eficiéncia do composto Maignon sdo sumarizadas abaixo

Poténcia (nM Eficiéncia
Maignon Ex. IT
RXRa 3.000 82%
RXRpB 3.000 44%
RXRy 3.000 64%
RARa >10.000 11%
RARP 1.900 58%
RARYy 2.000 56%

Tal como mostrado, o composto de Maignon ¢ virtualmente inactivo € ndo apresenta
qualquer selectividade para os RXR. Em contraste, os compostos deste invento que tem um
substituinte na posi¢do 3, sdo activadores potentes dos RXR e exibem a selectividade

inesperada para RXR apresentada na Tabela 3 ¢ anteriormente discutida.

E expectavel que os ligandos retindides sintéticos, tais como os exemplificados na
Tabela 3 que afectam preferencialmente algumas, mas ndo todas, as isoformas do 4cido
retindico possam, em preparagdes farmacoldgicas, proporcionar produtos farmacéuticos com
indices terapéuticos mais elevados e um melhor perfil de efeitos secundarios do que os
retindides correntemente utilizados. Por exemplo, observou-se que os compostos do presente

invento eram menos irritantes para a pele do que os retindides anteriormente conhecidos.

Os compostos retindides deste invento sdo tteis para o tratamento de certas
condicdes dermatolégicas como as desordens de queratinizagdo, i.e., diferenciagdo/

proliferagdo. Um ensaio padrdo para determinar a actividade destes compostos consiste na
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medigio da actividade enzimatica para a transglutaminase; esta ¢ uma medida da acg@o anti-
proliferativa dos retindides. Os retinéides mostraram inibir a via da diferenciagdo, o que €
indicado por uma diminuicdo de varios marcadores bioquimicos que estdo associados a
expressio do fenotipo de célula escamosa, tal como a transglutaminase. (Yuspa et al,
Cancer Research, 43:5707-12 (1983)). Como se pode verificar na Figura 8, o composto
3-metil-TTNCB ¢ capaz de inibir a actividade de transglutaminase e inibe 50% da actividade

enzimaticaa 1 x 107 M.

Verificou-se através de testes in vitro, que os compostos retindides deste invento
bloqueiam (ou antagonizam) a actividade de AP-1, um conjunto de oncogenes que actuam a
proliferacio celular. Muitas desordens proliferativas sdo o resultado de activagdo de
oncogenes/oncogene €, consequentemente, um composto que bloqueia a via do oncogene
AP-1 pode ser usado no tratamento de doencas associadas a desordens proliferativas
incluindo cancros, doengas inflamatdrias, psoriase, etc. Por exemplo, o composto 3-metil-
TTNEB foi avaliado usando o ensaio de co-transfec¢do no qual células HeLa foram
co-transfectadas com um plasmideo que exprime RXRa, sob o controlo de um promotor
constitutivo € um plasmideo que exprime o enzima reporter luciferase sob controlo de um
prometor condicional (colagenase) contendo um elemento de resposta de AP-1. E.g., Angel
et al., Mol. Cell. Biol., 7:2256 (1987); Lafyatis et al., Mol. Endocrinol., 4:973 (1990). Apos a
activagdo de AP-1, os resultados do ensaio mostraram o antagonismo da actividade de AP-1
pelo composto 3-metil-TTNEB através de RXRa de um modo dependente da dose. Outros
compostos deste invento mostraram um antagonismo semelhante quanto a actividade de
AP-1. Estes resultados pdem em evidéncia que os compostos selectivos para RXR, como o
3-metil-TTNEB, podem ser utilizados como anti-proliferantes para a limitagdo do

desenvolvimento celular e para o tratamento de doengas associadas & hiperproliferagao.

Os compostos deste invento também exibem boa actividade comedolitica no teste em
ratinhos Rhino descrito por Kligman et al., (J. of Inves. Derm., 73:354-58 (1979)) e Mezick
et al., (J. of Inves. Derm., 83:110-13 (1984)). O teste em ratinhos Rhino tem sido um modelo
para a despistagem de agentes comedoliticos. A actividade do composto retinoide 3-metil-
TTNCB, bem como a do 4cido 9-cis e totalmente frans-retindico ¢ mostrada na Figura 9.
Uma solucdo a 0,1% de 3-metil-TTNCB ¢ capaz de inibir o didmetro dos utriculos em
aproximadamente 50%. Foi, também, observado que o 3-metil-TTNCB ¢é menos irritante

para a pele de ratinhos Rhino do que o acido 9-cis ou totalmente trans-retinéico.

O ensaio de co-transfecciio permite o exame da capacidade de um composto para a
modulacdo da expressio genética de um modo dependente de receptor retindide. Para

examinar a capacidade dos compostos deste invento em interactuarem directamente com 0s
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receptores, examinamos as propriedades de ligag3o dos ligandos de todos os seis receptores
retindides. Os receptores foram expressos empregando um sistema de expressdo de
baculovirus tendo sido posto em evidéncia que o RXRa liga o acido 9-cis-retinico com
elevada afinidade (Heyman et al, Cell, 68:397 (1992)). Os pardmetros de ligagdo dos
receptores expressos em sistemas de baculovirus e em sistemas mamiferos sdo

essencialmente idénticos.

Os retindides sintéticos do presente invento também foram testados utilizando
ensaios de deslocamento de radio-ligandos. Testando as capacidades dos varios retindides
sintéticos para competirem com o acido retindico radiomarcado quanto a ligagdo a varias
isoformas dos receptores, pode ser examinada a capacidade dos compostos em interactuarem
directamente com o receptor e pode ser determinada a constante de dissociagdo relativa para
o proprio receptor. Esta ¢ uma anlise suplementar importante relativamente ao ensaio de
co-transfecgio, uma vez que pode detectar propriedades/determinantes da actividade
retindide diferentes das que sdo medidas no ensaio de co-transfeccdo. Estes
determinantes/diferencas nos dois sistemas de ensaio podem incluir (1) activagdo ou
inactivagdo de alteragdes metabolicas dos compostos em teste, (2) ligagdo a proteinas do
soro o que pode alterar a concentragio livre ou outras propriedades do composto em teste,
(3) podem ser medidas as diferengas na permeacdo celular entre os compostos em teste, 4)
podem ser medidas directamente diferencas intrinsecas na afinidade dos compostos em teste
para as proteinas do receptor, ie., em Ky, € (5) variagdes conformacionais produzidas no
receptor apos ligagdo do composto em teste, reflectidas nos efeitos na expressao do gene
- repérter; (i.e., uma medi¢ao funcional da activac@o do receptor).

O composto 3-metil-TTNCB ¢ capaz de deslocar o acido *H-9-cis-retindico ligado
aos RXR, mas nio ¢ capaz de deslocar o ligando radiomarcado que esta ligado aos RAR.
Isto indica que o composto 3-metil-TTNCB se liga preferencialmente aos RXR quando
comparados com os RAR, uma propriedade que seria expectavel de um ligando selectivo
para os RXR.

Os valores K4 foram determinados por aplicagdo da equacdo de Cleng-Prusoff. Estes
valores foram baseados na determinacio do valor ICso, tal como determinado graﬁcmnentg

de um grafico log-logit dos dados.

Os dados de ligagdo foram obtidos para varios compostos utilizando o método
discutido em Wecksler & Norman, Anal. Biochem., 92:314-23 (1979). Os resultados sdo

apresentados, seguidamente, na Tabela 4.
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TABELA 4
3-Metil-TTNCB Ligacdo (K4so nM)
RXRa 350
RXRP 230
RXRy 365
RARa >10.000
RARB >10.000
RARY >10.000
3-Metil-TTNEB
RXRa 41
RXRp 20
RXRy 22
RARa 5.500
RARB 5.400
RARY 3.200
TPNEP
RXRa 22
RXRpB 21
RXRy 39
" RARa 7.800

RARB 4.900
RARY 6.000
IPNCP

RXRa

RXRB

RXRy

RAR«a >10.000
RARP >10.000

Composto Oxima 112

RXRa 6
RXRP 5
RXRy 5
RARa 8700
RARP >10.000
RARy >10.000
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Mostrou-se que os compostos da Tabela 4 activam pronta e preferencialmente os
RXR e que sdo mais potentes como activadores dos RXR do que dos RAR, utilizando o
ensaio de co-transfec¢iio, tal como discutido anteriormente. Os resultados de ligagdo na
Tabela 4 mostram que estes compostos também ligam preferencialmente os RXR versus os
RAR. Consideradas em conjunto as propriedades de ligacdo a ligando destes compostos € a
sua capacidade para modularem selectivamente os membros da subfamilia RXR pdem em
evidéncia a identificagio de uma classe de compostos com propriedades bioldgicas tnicas.
As propriedades de liga¢do e, especialmente, os ensaios de activagdo transcricional so um

bom elemento de previsdo da actividade farmacoldgica de um composto (Berger et el.

(1992)).

Foi reconhecido que o ensaio de co-transfecgdo proporciona uma avaliagio funcional
do ligando em teste tanto como um agonista ou como um antagonista do processo genético
especifico que se procura afectar ¢ ¢ um elemento de previsdo da farmacologia in vivo
(Berger et al. (1992)). E expectavel que ligandos que nio reagem significativamente com
outros receptores intracelulares, conforme determinado pelo ensaio de co-transfecgdo,
resultem em menos efeitos secundarios farmacologicos. Dado que o ensaio de co-transfecgdo
se efectua em células vivas, a avalia¢do de um ligando proporciona um indicador precoce da
toxicidade potencial do candidato em concentragdes as quais seria de esperar um beneficio

terap€utico .

Processos capazes de serem modulados por receptores retinoides, de acordo com o
presente invento, incluem a diferenciacio celular in vitro, a regulagdo de processos
morfogenéticos incluindo morfogénese de membros, regulagdo da proteina celular de ligagdo
a retinol (CRBP) e semelhantes. Tal como € prontamente reconhecido pelos peritos na arte a
disponibilidade dos ligandos para o receptor de retindide X torna possivel, pela primeira vez,
elucidar os processos controlados por membros da subfamilia de receptores de retindide X.
Adicionalmente, permite o desenvolvimento de ensaios para a identificagio de antagonistas

para estes receptores.

Os processos capazes de serem modulados por receptores retindides, de acordo com o
presente invento, incluem ainda a modulag@o in vivo do metabolismo dos lipidos; modulagéo
in vivo de processos relacionados com a pele (e.g. acne, psoriase, envelhecimento,
enrugamento ¢ semelhantes); modulagdo in vivo da morte celular programada (apoptose);
modulacgio in vivo do desenvolvimento de células malignas, tal como ocorre, por exemplo,
na leucemia promielocitica aguda, cancro da mama, cancro da préstata, cancro do pulmdo,

cancros da via aerodigestiva, cancro da pele, cancro da bexiga e sarcomas; modulag¢do
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in vivo de lesdes pré-malignas, como as que ocorrem com a leucoplasia oral e semelhantes;
modulagdo in vivo de doengas auto-imunes como a artrite reumatéide; modulagio in vivo do
metabolismo do acido gordo; e semelhantes. Espera-se que estas aplicagdes permitam a
modulacdo de varios processos biolégicos com ocorréncia reduzida de efeitos secundérios
indesejaveis, tais como os efeitos teratogénicos, irmtagdo da pele, secura das mucosas,
distirbios lipidicos e semelhantes. Aplicagdes in vivo podem ser empregues relativamente a
uma larga gama de sujeitos, tais como, por exemplo, humanos, roedores, ovelhas, porcos,

vacas e semelhantes.

Por exemplo, relativamente a modulagdo in vivo do metabolismo dos lipidos
anteriormente referido, a apolipoproteina A-1 (“apoAl”) ¢ um componente proteico
principal do colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL), plasmatico. Mostrou-se, nos
humanos, que o nivel circulatorio de HDL esta correlacionado inversamente com o risco de
doenga aterosclerdtica cardiovascular (ASCVD), a principal causa de morbidez e
mortalidade nos Estados Unidos, com um aumento de 3-4% na ASCVD por cada 1% de
diminuicdo no colesterol HDL. Gordon ez al., New Engl. J. Med., 321:1311 (1989). Embora
nio existam actualmente bons regimes terapéuticos para aumentar o colesterol HDL, €
expectavel que a regulagio da sintese de apoAl possa ser utilizada para afectar as
concentracdes plasmaticas de colesterol HDL e diminuir o risco de ASCVD. Rubin et al,
Nature, 353:265 (1991).

) Foi estabelecido que a regulacio da transcri¢iio de apoAl é controlada por membros
da superfamilia de receptores intracelulares e adicionalmente, que o local “A” de inicio da
transcrigdo do gene de apoAl é um elemento de resposta ao acido retinéico, muito selectivo,
que responde aos receptores de retindide X. Rottman et al., Mol. CellBiol., 11:3814-20
(1991). Uma vez que os RXR podem formar heterodimeros com trans-repressores tais como
ARP-1 e COUP-TF e com trans-activadores como o HNF-4 e que um elemento de resposta a
RXR reside no promotor apoAl, os retindides ou ligandos que activem selectivamente
membros da familia RXR dos receptores de acido retindico podem regular a transcrigio de
apoAl. Pusemos em evidéncia, em estudos in vivo, que os ligandos deste invento, que t€m
actividade selectiva para RXR, podem ser usados para modular apoAl/colesterol HDL e
para aumentar significativamente os niveis plasmaticos de HDL, tal como evidenciado no

estudo seguinte.

Foram obtidas ratazanas Sprague-Dawley, macho, (160-200 grama) de Harlan. Os
animais foram alimentados com dietas laboratoriais comuns (Harlan/Teklad) e mantidos
numa casota para animais com um ambiente controlado, com um periodo de luz que durava

das 6 da manhi as 6 da tarde. Os animais foram tratados com drogas preparadas como
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suspensdes em azeite.

Para verificar que a activagdo de RXR pode aumentar o apoAl/colesterol HDL
plasmatico, foi realizado um estudo inicial que incluia o doseamento de ratazanas durante 4
dias com um composto selectivo para RAR, acido totalmente trans-retindico, o agonista nao
selectivo de RAR/RXR , acido 9-cis-retindico e um de dois agentes selectivos para RXR, 3-
metil-TTNCB ou 3-metil-TTNEB. Cada droga foi administrada a uma dose de 100 mg/kg,
i.p.. Os grupos de controlo positivo receberam azeite como um veiculo. Vinte e quatro horas
apos o ultimo tratamento, as ratazanas foram sacrificadas por inalagdo de CO,, foi recolhido
sangue da veia cava inferior num tubo contendo 0,1 ml de EDTA 0,15% e foi centrifugado a
1500xg, durante 20 minutos, a 4°C. O plasma foi separado e armazenado a 4°C para
avaliacdo do colesterol total e colesterol de lipoproteina de alta densidade (colesterol HDL)

plasmaticos.

O colesterol plasmatico total foi medido enzimaticamente utilizando Meétodos de
Diagnéstico de Colesterol, de Elevado Desempenho, de Boeringer Mannheim, com um
Analisador Bicromatico ABBOTT VP. O colesterol HDL foi medido apés preparagdo da
fraccdo contendo HDL por precipitagdo por heparina-manganés do plasma. O colesterol
HDL nesta frac¢io foi estimado tal como referido anteriormente. Todas as separagdes de
HDL foram verificadas quanto a contaminacio com outras lipoproteinas por electroforese

em gel de agarose.

Os resultados deste estudo sdo apresentados na Figura 10. Tal como mostrado,
ratazanas que recebem os compostos selectivos para RXR exibiam aumentos substanciais €
estatisticamente significativos nos niveis de HDL, particularmente quando recebiam 3-metil-
TTNEB.

Dado que o ligando selectivo para RXR, 3-metil-TTNEB, era o mais eficaz, foram
conduzidas experiéncias adicionais, de 4 dias, com este agente a doses de 0,3, 1, 3, 6, 10, 30,
100 ou 300 mg/kg i.p. em 1,0 ml de azeite ou 1, 3, 10, 30, 100, 300 mg/kg p.o. em 1,0 ml de
azeite durante 4 dias. Foi conduzido um estudo adicional de 30 dias p.o. com 10, 30 ou 100
mg/kg de 3-metil-TTNEB para determinar se se desenvolveria tolerancia as suas acgdes
farmacolégicas. Para as ratazanas que recebiam 3-metil-TTNEB em varias doses, durante
quatro dias, foi observado que o 3-metil-TTNEB aumentava as concentragdes plasmaticas de
colesterol HDL dum modo dependente da dose, sendo feitos aumentos significativos a dose
mais baixa, 0,3 mg/kg i.p.. Na sua dose eficaz, Optima, o 3-metil-TTNEB aumentava as
concentracdo plasmaticas de colesterol HDL de 58 mg/dl para 95 mg/dl — um aumento
superior a 60%. A medigdo do colesterol total mostrou um aumento devido ao aumento da
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fracgdo de colesterol HDL. A medig3o de triglicéridos ndo mostrou variag@o ou mostrou uma
ligeira diminui¢do. O estudo de 30 dias com 3-meti-TTNEB ndo indicou desenvolvimento de

tolerancia a sua acgéo farmacoldgica.

Este estudo pds em evidéncia que o 3-metil-TTNEB aumentava as concentragGes
plasmaticas de colesterol HDL de um modo dependente da dose a seguir a administragdo 1.p.

ou p.o..

Também foi estudado o efeito sobre a apoAl em circulagdo do 3-metil-TTNEB
administrado oralmente. Foram tratadas, diariamente, durante quatro dias, ratazanas
Sprague-Dawley, macho, com 3 mg/kg de peso corporal de 3-metil-TTNEB. Foram colhidas
amostras de soro e analisadas por Transferéncia de Western (“Western Blot”), usando
anti-soros especificos para apoAl de ratazana. O tratamento com 3-metil-TTNEB resultou

num aumento significativo no nivel de apoAl em circulagio.

Estes estudos pdem em evidéncia que o tratamento com um composto especifico para
RXR, tal como o 3-metil-TTNEB, aumenta as concentragoes plasmaticas de
apoAl/colesterol HDL. Uma vez que estes estudos animais sdo um elemento de previsdo
aceite para a resposta humana, serd, consequentemente, esperado que estes compostos
possam ser usados para aumentar terapeuticamente o colesterol HDL em pacientes que tém,

ou estiio em risco de ter, aterosclerose.

Também foram realizados estudos in vitro adicionais utilizando o ensaio de co-
transfeccdo anteriormente descrito neste pedido, para por em evidéncia o efeito de ligandos
selectivos para RXR na regulagio da transcricio de apoAl, tal como ¢ descrito

seguidamente.

Este trabalho focou-se no estudo das propriedades transcricionais dos receptores
retindides RXR e RAR numa molécula reporter (e.g., luciferase) sobre o controlo de um
promotor basal contendo o elemento de resposta RXR do gene apoAl (local “A”). Foram
transfectadas, numa linha celular de hepatécitos humanos (HepG-2) construgdes de
plasmideo codificando os vérios receptores em conjunto com o plasmideo reporter. Os
plasmideos repérteres continham multimeros do local “A” da apoAl (-214 a -192,
relativamente ao local de inicio da transcri¢@io) que se tinha mostrado ligar RXR. Widom et
al., Mol. Cell. Biol. 12:3380-89 (1992); Ladias & Karathanasis, Science 251:561-65 (1991).
Apds transfecgdo, tratamento, colheita e ensaio, os dados obtidos foram normalizados
relativamente a actividade de beta-galactosidase transfectada de modo a controlar a

eficiéncia da transfecgdo. Os resultados puseram em evidéncia a activagio no sistema com 0s
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ligandos especificos para RXR, 3-metil-TTNCB e 3-metil-TTNEB, de um modo dependente
da concentragdo mostrando que os ligandos especificos para RXR podiam regular as
propriedades transcricionais através do local “A” do gene apoAl. Estes compostos ndo
tinham qualquer efeito quando foi usado o RAR na transfec¢do, evidenciando a
especificidade para o receptor. A regulacdo transcricional por RXR era dependente da

presenca do elemento de resposta a hormona.

Estes estudos in vivo e in vitro pdem em evidéncia que os compostos selectivos para
RXR deste invento podem ser usados para elevar o apoAl/colesterol HDL e no tratamento
terapéutico de desordens cardiovasculares relacionadas.

Relativamente 4 modulagio da morte celular programada (apoptose) os compostos
retindides deste invento mostraram induzir apoptose em certos tipos celulares particulares,
incluindo células leucémicas e carcinomas epiteliais escamosos. Normalmente, nas células
existe um equilibrio delicado entre os processos celulares de proliferagdo, diferenciag@o e
morte celular e compostos que afectem este equilibrio podem ser usados para tratar certos
cancros. Especificamente, foi estudada, a capacidade do 3-metil-TTNEB em induzir
diferenciacdo, inibir proliferagio e induzir apoptose numa linha celular de leucemia
promiclucitica aguda, HL60. A proliferagio celular foi medida por um ensaio de
incorporagdo de timidina (Shrivastav et al., Cancer Res., 40:4438 (1980)) e verificou-se que
o 3-metil-TTNEB ndo tinha qualquer efeito na proliferag@o celular. Isto contrasta com o
acido totalmente trans-retindico que inibe a incorporagio de timidina. A diferenciagdo
celular foi medida pela capacidade das células reduzirem nitroazul de tetrazélio (NBT)
(Breitman et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 77:2936 (1980) e verificou-se que o 3-metil-TTNEB
ndo induz diferenciacio indevida. A ECs para a diferenciacio mediada por 3-metil-TTNEB
era >1000?uM, quando comparada com 2,0 pM para o 4cido totalmente trans-retindico.
Contudo, verificou-se que o 3-metil-TTNEB induz actividade de transglutaminase nas
células HL60 (Murtaugh et al., J. Biol .Chem. 258:11074 (1983)) de um modo dependente
da concentragdo, que se correlaciona com a indugdo de apoptose ou morte celular
programada. Foi, adicionalmente, verificado que o 3-metil-TTNEB era capaz de induzir
apoptose tal como medido por fragmentacdo de ADN e alteragdes morfologicas. Outros
compostos retindides deste invento mostraram resultados semelhantes e foram, também,
verificados resultados semelhantes noutras linhas celulares tais como linhas celulares
epiteliais escamosas e células ME180, um carcinoma cervical humano.

Estes resultados mostram que compostos especificos para RXR, tal como o 3-metil-
TTNEB, induz apoptose com um efeito directo minimo na inibi¢o da proliferagio e indugao
da diferenciacio. Compostos que s3o capazes de induzir apoptose mostraram ser eficazes em
quimioterapia do cancro. (e.g., terapia anti-hormonal para o cancro da mama e da prostata).

Em contraste, noutro tipo de células mostrou-se que os retindides initbem a apoptose
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por activagdo actuada por células T e o acido 9-cis-retindico era aproximadamente dez vezes
mais potente do que os acidos totalmente trans-retindicos (Ashwell et al., Proceedings
National Academy of Science, Vol. 90, pag.. 6170-6174 (1993)). Estes dados indicam que os
RXR estdo envolvidos neste acontecimento. Assim, os retindides poderiam ser usados para
bloquear e/ou imuno-modular a apoptose de célula T associada a certos estados de doenga.
(e.g. SIDA).

Verificou-se, surpreendentemente que a administragdo de um ligando que tem
actividade especifica para os RXR, mas essencialmente nenhuma actividade para os RAR,
em combinagdo com um ligando que tem actividade especifica para os RAR, mas nfo para
os RXR, proporciona uma resposta celular a dosagens extremamente baixas, dosagens as
quais os ligandos, individualmente, ndo proporcionam qualquer resposta significativa.
Especificamente, foi estudado, em estudos in vivo, usando um ensaio de incorporagio de
timidina, o efeito relacionado com a concentragdo de um ligando especifico para RXR e de
um ligando especifico para RAR na proliferagdo de uma linha celular de mieloma (RPMI
8226). Este ensaio examina a incorporagdo de timidina radiomarcada em ADN e, pela
determinac@o da capacidade de um composto inibir a incorporagio de timidina no ADN,
proporciona uma medida da proliferacdo celular. (L. M. Bradley, Selected Methods in
Cellular Immunology, Cap. 10.1, pag. 235-38, Mishell & Shiigi (eds.), Freeman & Co., Nova
Iorque, 1980). Compostos que inibem a proliferacio celular tém utilidade bem conhecida no
tratamento de certos cancros.

Tal como foi anteriormente mostrado (Tabela 2), o 3-metil-TTNEB activa membros
da subfamilia RXR e nido tem qualquer actividade significativa para membros da subfamilia
RAR. O exame dos efeitos do 3-metil-TTNEB na proliferagio de células de mieloma
mostrou uma inibicdo da incorporagio de timidina dependente da concentragdo. A ICs (a
concentragdo de 3-metil-TTNEB necessaria para produzir uma inibi¢do de 50% da resposta
méxima) é 10”7 M, tal como apresentado na Figura 11. Concentragdes inferiores a 10 M n3o
proporcionam, essencialmente, qualquer efeito sobre a proliferago celular, tal como tambeém
é apresentado na Figura 11.

E bem conhecido que o composto TTNPB activa membros da subfamilia RAR e nfo

tem qualquer actividade significativa em membros da subfamilia RXR. O composto TTNPB
¢ apresentado abaixo e a sua actividade ¢é apresentada na Tabela 5.

COZH
oo S
TTNPB
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TABELA S
Poténcia (nM) Eficiéncia

TINPB

RXRa. | > 10.000 <5%.
RXRfB > 10.000 <5%
RXRy > 10.000 <5%
RARa 52 30
RARP 4 40
RARYy : 0,4 50

O efeito do TTNPB na proliferagio celular ¢ apresentado na Figura 11. O valor de
ICso de TTNPB € cerca de 5 x 10" M e uma concentracdo inferior a 10" M nio produz,

essencialmente, qualquer efeito na proliferagdo celular.

Contudo, verificou-se que quando o 3-metil-TTNEB ¢ o TTNPB estdo presentes em
conjunto, cada um a uma concentragdo a qual o composto sozinho ndo produz,
substancialmente, qualquer efeito anti-proliferativo, a combinagdo dos dois compostos
boqueia eficazmente a proliferacdo celular. A combinacdo dos dois compostos parece

produzir um efeito superior ao da adi¢do ou sinérgico.

Por exemplo, tal como apresentado na Figura 12, a presenca de TTNPB a uma
concentragio de 10" M produz uma inibigio de 9% na incorporagio de timidina. Contudo, a
sua combinag¢do com o 3-metil-TTNEB a uma concentragdo de 10® M (que ndo resulta em
qualquer efeito na proliferagéo celular) produz um efeito inibidor muito aumentado de 49%.
Igualmente, verificou-se, também, que o efeito inibidor do 3-metil-TTNEB ¢€ muito
aumentado pela presenca de TTNPB a uma concentragdo que, sozinha, no produz qualquer

efeito.

Uma vez que é bem conhecido que os efeitos secundarios toxicos de compostos como
o TTNPB s3o dependentes da concentragdo, é de esperar que o efeito sinérgico que resulta
da combinacdo destes compostos especificos para RAR com compostos especificos para
RXR permita dosagens mais baixas que sdo eficazes e, consequentemente, reduzam os
efeitos secundarios toxicos. Por exemplo, na quimioterapia do cancro, € de esperar que o uso
de dois destes compostos, em combinagdo, a doses relativamente baixas, produza o efeito
benéfico desejado, minimizando, no entanto, os efeitos secundarios indesejados que resultam

a doses mais elevadas dos compostos.
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Estudos in vitro utilizando o ensaio de co-transfeccdo também mostraram este mesmo
efeito sinérgico. Por exemplo, foram efectuadas transfec¢des em células HEPG2, utilizando
o ensaio de co-transfecgdo descrito anteriormente € empregando RAR-a ¢ RXR-o0 € um
repérter consistindo no local “A” elemento de resposta apoAl no contexto de TKLUC
(Ladias & Karathanasis, Science 251:561-65 (1991). Neste estudo foram usados 100 ng do
receptor considerado e foi usado RSVCAT como um portador para manter a quantidade do
promotor RSV constante. Todos os compostos foram adicionados a uma concentragéo final
de 107 M. Foram utilizados o composto 3-metil-TTNEB especifico para RXR (Tabela 2,
anterior) ¢ o composto especifico de RAR, TTNPB (Tabela 5, anterior). Tal como ¢
apresentado seguidamente na Tabela 6, a resposta relativa, normalizada, observada
utilizando o ensaio de co-transfecciio também pds em evidéncia um efeito sinérgico quando
era utilizada uma combinaciio dos dois compostos, quando comparada com a resposta

conseguida utilizando os compostos individualmente.

TABELA 6
Actividade do Reporter
Composto (n° de vezes de indugdo)
3-metil-TTNEB 5
[TNPB 32
3-metil-TTNEB + TTNPB 75

Tal como sera perceptivel para os peritos na arte, da discussdo anterior, a resposta
bioldgica de um composto selectivo para RAR a uma dada concentragdo pode ser methorada
sinergicamente pela combinagdo do composto com um composto selectivo para RXR. De
modo semelhante, a resposta biologica de um composto selectivo para RXR pode ser
melhorada pela combinagio do composto com um composto selectivo para RAR. Assim,
torna-se possivel conseguir uma resposta bioldgica desejavel, usando uma combinagéo de
compostos selectivos para RAR e¢ RXR, a concentragdes mais baixas do que seria o caso
quando sdo usados os compostos sozinhos. De entre as vantagens proporcionadas por estas
combinacdes de compostos selectivos para RAR e RXR estdo os efeitos terapéuticos
desejaveis com menos efeitos secundarios. Adicionalmente, podem ser conseguidos, pelas
combinagdes de compostos selectivos para RAR e RXR, novos efeitos que ndo sdo

obteniveis com qualquer um dos dois agentes sozinhos.

Foi adicionalmente posto em evidéncia que compostos especificos para RXR tambem

melhoram sinergicamente a resposta de outros sistemas hormonais. Especificamente o
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receptor activado por proliferador de peroxissoma (PPAR) € um membro da superfamilia de
receptores intracelulares que desempenham um papel na modulagdo da homeostase dos
lipidos. Mostrou-se que o PPAR ¢ activado por carboxilatos anfipaticos, tais como o acido
clofibrico e gem-fibrizol. Estes agentes, designados proliferadores de peroxissoma tém sido
usado no Homem como agentes hipolipidémicos. A adicdo de acido 9-cis-retindico (um
ligando retindide que activa tanto os receptores RAR como RXR) e acido clofibrico a células
HepG2 transfectadas com plasmideos de expressdo de RXRa. € PPAR, resulta em activagio
do gene receptor que era superior a soma da activagdo de cada ligando separadamente.
(Kliewer et al., Nature 358:771 (1992)). De modo semelhante, quando os dois receptores
antericres foram co-transfectados em células HepG2, verificou-se que a adi¢do de um
ligando especifico para RXR (3-metil-TTNEB) e acido clofibrico produzia uma resposta
superior a da soma, tal como determinado pela activagdo de um gene reporter alvo, como
apresentada a seguir, na Tabela 7.

TABELA 7
Composto Resposta Normalizada (%)
Acido clofibrico 100
3-metil-TTNEB 90
acido clofibrico + 3-metil-TTNEB 425

Foi observado um efeito sinérgico semelhante com RXR e ligandos especificos para
RXR ¢ o receptor da Vitamina D (VDR) e os seus ligandos relacionados. Quando receptores
RXRP e VD foram co-transfectados em células CV-1 contendo um elemento de resposta a
hormona, a adi¢do de 3-metil-TTNEB, selectivo para RXR, e 1,25-di-hidroxi-vitamina D
(1,25-D) produziu uma resposta superior a da soma, do que as que eram observadas para

cada um dos ligandos individuais, tal como apresentado seguidamente na Tabela 8.

TABELA 8
Composto Resposta normalizada (%)
1,25-D 100
3-metil-TTNEB 13
1,25-D + 3-metil-TTNEB 190

Tal como mostrado, os resultados anteriores indicam que cada par de receptores
(RXRa/PPAR e RXRP/VDR, respectivamente), na preseng¢a de ligandos que se sabe
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activarem especificamente os seus receptores respectivos, sdo capazes de produzir uma
resposta sinérgica. Os resultados indicam que a resposta de um agente sozinho pode ser
melhorada pela combinagdo dos dois agentes ou que podem ser conseguidas respostas
bioldgicas ou terapéuticas comparaveis, pelo uso, em combinacdo, de doses mais baixas

destes agentes.

A observag¢io de que ligandos especificos para RXR sdo capazes de actuarem
sinergicamente com ligandos de RAR, ligandos de PPAR e ligandos de Vitamina D, indica
que os ligandos especificos para RXR tém utilidade, ndo apenas como agentes terapéuticos
sozinhos, mas também em terapia de combinag@o, para a obtengdo de resposta biologica ou
terapéutica melhoradas pela adi¢do de ligando especifico para RXR. Esta terapia de
combinagio pode, também, proporcionar um beneficio adicional de diminuigdo dos efeitos
secundarios associados ao agente primario, empregando doses mais baixas desse agente. Por
exemplo, o uso de Vitamina D ou de um ligando do receptor de Vitamina D, relacionado, em
conjunto com um composto selectivo para RXR, para o tratamento de uma variedade de
desordens, incluindo doencas da pele (acne, psoriase) desordens de hiperproliferagdo
(cancros benignos e malignos) e desordens de homeostase do célcio, podem diminuir os

efeitos secundarios adversos associados a terapia com Vitamina D sozinha.

Como um exemplo adicional, evidenciou-se in vitro, que os compostos especificos
para RXR deste invento actuam sinergicamente, com compostos que afectam a prolifera¢do
celular, tal como o Interferdo. Especificamente, as propriedades de crescimento de duas
linhas celulares tumorais, humanas, (ME180, um carcinoma de célula escamosa €
RPMI18226, um mieloma multiplo) foram seguidas na presenga do composto 3-metil-
TTNEB sozinho ¢ em combinacio com Interferioa2b, utilizando procedimentos comuns de
cultura celular. Os efeitos sobre o desenvolvimento destas células foram seguidos por
avaliacio do numero de células e, também, pela avaliagdo do desenvolvimento em meio
semi-sélido para a linha celular RPMI18226. Verificou-se que tanto o 3-metil-TTNEB como
o Interferdoa2b inibiam o desenvolvimento celular de um modo dependente da concentragdo
e, cada um sozinho, produzia uma depressdo significativa na proliferacdo celular.
Adicionalmente, quando as células foram tratadas com ambos os compostos foi observado
um efeito aditivo ou superior ao aditivo na depressao da prolifera¢do celular. Espera-se que o
tratamento com outros agentes quimioterapéuticos, incluindo agentes anti-proliferagéo e/ou
moduladores do ciclo celular e.g., metotrexato, fluoro-uracilo (SFU, ARA-C, etc.)) em
combinagio com compostos especificos para RXR produza resultados semelhantes.
Espera-se que o efeito anti-proliferagdo melhorado permita baixar as doses terapéuticas no
tratamento de desordens de proliferagio, tais como carcinomas de células escamosas ¢

outros.
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Adicionalmente, a terapia de combinag#o poderia permitir o uso de doses mais baixas
destes compostos para se conseguir um efeito benéfico comparavel em conjunto com menos
efeitos secundarios/efeitos téxicos melhorando, consequentemente, o indice terapéutico da
terapia. O indice terapéutico € definido como a razdo entre a eficiéncia e a toxicidade de um

composto.

Uma vez que se sabe que o RXR forma heterodimeros com varios membros da
superfamilia do receptor intracelular, é expectavel que a resposta sinérgica observada com o
uso de ligandos selectivos para RXR possa ser conseguida com outros receptores com os
quais os heterodimeros s3o formados. Estes incluem PPAR, RAR, Vitamina D, receptores da
hormona tirdide, HNF4, a familia COUP de receptores, tal como referido acima, e outros

membros ainda ndo identificados da superfamilia de receptores intracelulares.

Tal como sera adicionalmente perceptivel pelos peritos na arte, os compostos
descritos acima podem prontamente ser utilizados em aplicagdes farmacologicas em que €
desejada actividade selectiva para o receptor retindide e em que € desejado minimizar as
reactividades cruzadas com outros receptores intracelulares relacionados. Aplicagdes in vivo
do invento incluem administragio dos compostos descritos a sujeitos mamiferos e, em

particular, a humanos.

Os compostos do presente invento sdo pequenas moléculas que sio relativamente
soluveis em gordura ou lipéfilas e entram na célula por difusio passiva através da membrana
plasmatica. Consequentemente, estes ligandos estido bem adaptados a administragdo oral e
por injecgdo, bem como topicamente. Por administragio, estes ligandos podem activar
selectivamente receptores de retindide X e, consequentemente, modular selectivamente

processos mediados por estes receptores.

As composicdes farmacéuticas deste invento sdo preparadas em formas de dosagem
unitaria, convencionais, por incorporagio de um composto activo do invento ou uma mistura
destes compostos, com um portador farmacgutico, ndo téxico de acordo com procedimentos
aceites, numa quantidade nio toxica suficiente para produzir a actividade farmacodindmica
num mamifero e, em particular, num sujeito humano. Preferivelmente, a composi¢éo contém
o ingrediente activo numa quantidade activa, mas nio téxica, seleccionada de cerca de 5 mg
a cerca de 500 mg de ingrediente activo por unidade de dosagem. Esta quantidade depende

da actividade bioldgica especifica desejada e da condigdo do paciente.

O portador ou veiculo farmacéutico empregue pode ser, por exemplo, um sélido ou
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liquido. Pode ser empregue uma variedade de formas. Assim, quando € usado um portador
sélido, a preparagdo pode ser simplesmente moida, micronizada em Oleo, transformada em
comprimido, colocada numa capsula de gelatina dura ou cépsula com revestimento entérico
em forma de pé micronizado ou de pelete, ou na forma de um trocisco, pastilha ou
supositério. Quando € usado um portador liquido, a preparagdo pode estar na forma de um
liquido, como uma ampola ou uma suspensdo liguida aquosa ou ndo aquosa. Para
administracdo topica o ingrediente activo pode ser formulado usando bases hidratantes,

macias tais como unguentos e cremes. Exemplos de bases adequadas para unguentos sdo a

“vaselina, vaselina com silicones volateis, lanolina e emulsdes dgua em Oleo tais como

Eucerin (Beiersdorf). Exemplos de bases adequadas para cremes sao o Creme Nivea
(Beiersdorf), creme de limpeza da pele (USP), Purpose Cream (Johnson & Johnson),
unguento hidréfilo (USP) e Lubriderm (Warner-Lambert).

Formulagdes de composigdes farmacolégicas ilustrativas sdo como se segue:
S#o preparadas capsulas de gelatina dura usando os seguintes ingredientes:

Quantidade

(mg/capsula)
3-metil-TTNCB 140

Amido, seco 100
Estearato de magnésio 10
Total 250 mg

Os ingredientes anteriores sdo misturados e usados para o enchimento de capsulas de
gelatina dura em quantidades de 250 mg.

E preparado um comprimido usando os ingredientes seguintes:

Quantidade
(mg/comprimido)
3-metil-TTNCB ‘ 140
Celulose, microcristalina 200
Diéxido de silicio, fumado 10
Acido estearico 10
Total 360 mg

Os componentes sio misturados e prensados para formarem comprimidos, pesando,

cada um, 360 mg.
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Sdo feitos comprimidos, contendo cada um 60 mg do ingrediente activo, como se
segue:

Quantidade
(mg/comprimido)

3-metil-TTNCB 60
Amido . 45
Celulose, microcristalina 35
Polivinilpirrolidona (PVP) '

(como uma solugdo a 10% em agua) 4
Carboximetil-amido de sodio (SCMS) 4,5
Estearato de magnésio 0,5
Talco 1.0

Total 150 mg

O ingrediente activo, amido e celulose sdo passados através de um peneiro de malha
U.S. n® 45 ¢ misturados cuidadosamente. A solugdo de PVP ¢é misturada com os pos
resultantes, que s3o depois passados através de um peneiro de malha U.S. n° 14. Os granulos
assim produzidos sdo secos a 50°C e passados através de um peneiro malha U.S. N° 18. Os
SCMS, estearato de magnésio e talco, previamente passados através de um peneiro malha
U.S. n° 60, sdio, entdo, adicionados aos granulos que, apds mistura, s3o prensados numa

maquina de fazer comprimidos originando comprimidos que pesam 150 mg cada um.

Podem ser feitos supositérios, contendo cada um 225 mg do ingrediente activo, do
modo seguinte:

3-metil-TTNCB 225 mg
Glicéridos de 4cido gordo saturado 2.000 mg
Total 2.225 mg

O ingrediente activo € passado através de um peneiro de malha U.S. n° 60 e suspenso
nos glicéridos de acido gordo saturado, previamente fundidos, usando o calor minimo
necessario. A mistura é, entdo, vertida num molde de supositérios normal, com capacidade
de 2g e deixada arrefecer.

Pode ser preparada uma formulag@o intravenosa como se segue:
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3-metil-TTNCB 100 mg
Solug¢do salina isoténica 1.000 ml
Glicerol : 100 ml

O composto é dissolvido no glicerol e, depois, a solugdo € diluida lentamente com
solucdo salina isoténica. A solugdo dos ingredientes anteriores ¢, entdo administrada

intravenosamente a uma taxa de 1 ml por minuto a um paciente.

Os compostos deste invento também tém utilidade, quando marcados, como ligandos
para uso em ensaios para a determinagdo da presen¢a de RXR. Eles sdo particularmente uteis
devido 4 sua capacidade para se ligarem selectivamente a membros da subfamilia RXR e
podem, por isso, ser usados para a determinagdo da presenca de isoformas de RXR na

presenca de outros receptores relacionados.

Devido & selectividade especifica dos compostos deste invento para receptores de
retinéide X, estes compostos também podem ser usados para a purificagdo, in vitro, de
amostras de receptores de retindide X. Esta purificagdo pode ser realizada por mistura de
amostras contendo os receptores de retinéide X com um ou mais dos compostos derivados,
biciclicos, descritos, de modo que o composto (ligando) se ligue ao receptor e, depois, fazer
a separagio da combinagio ligando/receptor por técnicas de separagdo que s3o conhecidas
dos peritos na arte. Estas técnicas incluem separagdo em coluna, filtragao, centrifugagdo,

marcagio e separagdo fisica e complexacdo com anticorpos, entre outras.

Lisboa, ‘8 wAn 2009
Por LIGAND PHARMACEUTICALS, INC.
- O AGENTE OFICIAL

C;?

ENG.> ANTONIO JOAG|
DA CUMHA FERREIRA
Ag. Of. Pr. Ind.

Rue des Flores, 74 - 4,°
1280 LISBOA
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REIVINDICACOES

1. Composto de férmula:

7 Rio
Ry Rz N ‘
Z" Ry
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R\4 /Y\ RS RG/ \Z/ \R12
Rs Ry l
ou Ry
N R
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Riz ~, 7 !
/Y\ Rs R]; z
RS R.

nas quais:

R, e R; representam, cada um independentemente, hidrogénio ou alquilo ou acilo inferior

com 1-4 idtomos de carbono;
Y representa C, O, S, N, CHOH, CO, SO, SO, ou um sal farmaceuticamente aceitavel;

R; representa hidrogénio ou alquilo inferior, com 1-4 atomos de carbono, em que Y ¢ C

ou N;

R, representa hidrogénio ou alquilo inferior, com 1-4 4tomos de carbono, em que Y éC,
mas Ry ndo existe se Y for N e nem R; ou Ry existem se Y for S, O, CHOH, CO, SO ou SO»;

R’ representa HO, NC, (R7Rg)N, RO ou Ry7;

Rs representa hidrogénio, um alquilo inferior com 1-4 carbonos, halogéneo, nitro, ORy,
SR, NRsRg, ou (CF),CF3, com a condig¢@o de, se em conjunto, Rg, Rio, Ry1, Rz € Ry, forem
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todos hidrogénio € Z, Z’, Z”>, Z”’ > ¢ Z”* ** forem todos carbono ou se R’ representar HO
entdo Rs ndo € hidrogénio;

Rs, Rio, Rit, Ri2, Ry3 | representam, cada um independentemente, hidrogénio, um alquilo
inferior com 1-4 carbonos, halogéneo, nitro, OR;, SR;, NRsRs, ou (CF),CF; e existem
apenas se o Z, Z’, 2, Z’ ', ou Z”’  em que tém origem for C, ou, cada um
independentemente, representa hidrogénio ou um alquilo inferior com 1-4 carbonos se o Z,
Z.Z”,Z ”,ouZ” *’ em que tém origem for N num anel de cinco membros, € em que um

de R@_ R10’R1 i, R12 ou R]3_ for X;

R; e RS representam, cada um, independentemente, hidrogénio ou um alquilo inferior

com 1-6 carbonos;

Ro representa um alquilo inferior com 1-4 carbonos, fenilo, alquilo aromatico ou.

q-hidroxifenilo, q-bromofenilo, q-clorofenilo, g-fluorofenilo ou g-iodofenilo, em que q=2-4;

R4 representa hidrogénio, um alquilo inferior com 1-4 carbonos, oxo, hidroxi, acilo com

1-4 carbonos, halogéneo, tiol ou tiocetona;

R,; representa hidrogénio, alquilo inferior com 1-8 carbonos, alcenilo, (incluindo alcenos
substituidos com halogéneo, acilo, OR7 e SRy), Ry, acido alquilcarboxilico (incluindo
alquilos substituidos com halogéneo, acilo, OR; e SR7), acido alcenilcarboxilico (incluindo
alcenos substituidos com halogéneo, acilo, OR; ¢ SRy), alquilaminas (incluindo alquilos
substituidos com halogéneo, acilo, OR; e SR;) e alcenilaminas (incluindo alcenos
substituidos com halogéneo, acilo, OR; € SRy);

X é COOH, tetrazolo, PO;H, SO;H, CHO, CH,OH, CONH,, COSH, COORy, COSR,
CONEHR, ou COOW em que W ¢é um sal farmaceuticamente aceitavel e em que X pode ter
origem em qualquer C ou N do anel, desde que, contudo, X ndo possa ser COOH, CHO,
CH,OH, CONH,, COORy, ou COOW quando X ¢ originado de um C na posigdo 2 ou 6 do
anel;

Z,72°,Z’,Z° " eZ” ” representam cada um, independentemente, C, S, O, N ou um sal
farmaceuticamente aceitavel, mas ndo ¢ O ou S se estiver ligado através de uma ligagdo
dupla a outro destes Z ou se estiver ligado a outro destes Z que ¢ O ou S, e ndo € N se estiver
ligado através de uma ligag@io simples a outro destes Z que € N;

n=0-3;¢e
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as linhas a tracejado na segunda estrutura apresentada representam ligagdes duplas

opcionais.

2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, seleccionado entre o grupo consistindo

em:
oxima de 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetra-hidro-2-naftil)carbonil]-benzoato de etilo,
oxima do acido 4-[(3-bromo-5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetra-hidro-2-nafti1)carbonil]benzéico,

oxima do acido 2-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetra-hidro-2-naftil)carbonil]piridina-5-

carboxilico,

metiloxima de 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetra-hidro-2-naftil)carbonil]benzoato de
etilo, e

metiloxima do acido 2-[(3,5,5,8,8—pentametil-5,6,7,8-tetra—hidro-2-naftil)carbonil]piridina—S-

carboxilico.

3.0xima do 4cido  4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetra-hidro-2-naftil)carbonil]-

benzodico.

4. Metiloxima do acido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetra-hidro-2-naﬂi1)carbonil]-

benzéico.

5. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, seleccionado entre o grupo consistindo

em:

butiloxima de acido 4—[(3,5,5,8,8-pentameti1-5,6,7,8-tetra-hidro-2-naftil)—carbonil]benzéico,
propiloxima do 4cido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil—5,6,7,8—tetra—hidro-Z-naftil)carbonil]benzéico,
cianoimina do acido 4-[(3,5,5,8,8-pentameti1-5,6,7,8-tetra—hidro-Z-naftil)carbonil]benzéico,
aliloxima do acido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetra-hidro-2-naftil)-carbonilJbenzéico,

4-(4cido 3-metil-but-2-endico)oxima do éacido 4-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetra-hidro-2-
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naftil)carbonil]benzdico e

1-amino-etil-oxima do acido 4-[(3,5,5,8,8?pentameti1-5,6,7,8-tetra-hidro-2-naﬁil)carbonil]-
benzdico.

6. Composi¢io farmacéutica compreendendo, num veiculo farmaceuticamente aceitavel,
adequado para administragdo entérica, parentérica ou topica, um ou mais compostos de

acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3.

7. Composto de acordo-com qualquer uma das reivindicag¢des 1 a 5, para administra¢éo a
um sujeito mamifero para a modula¢do de um processo mediado por um ou mais Receptores
de Retindide X.

8. Composto de acordo com a reivindicagdo 7, para uso na modula¢do de um processo
mediado por Receptores de Retindide X seleccionados de entre Receptor de Retinoide
X-alfa, Receptor de Retindide X-beta e Receptor de Retindide X-gama.

9. Composto de acordo com a reivindicag@o 7 ou reivindicagdo 8, para uso na modulagio
do metabolismo dos lipidos, modulagdo de processos relacionados com a pele, modulagdo do
desenvolvimento de células malignas, modula¢io de lesdes pré-malignas ou modulagdo da
morte celular programada.

10. Composto de acordo com a reivindicagdo 9, para uso na intensificagdo in vivo da

morte celular programada.

11. Composto de acordo com a reivindicagdo 9, para uso na inibigdo in vivo da morte

celular programada.

12. Composto de acordo com a reivindicagdo 7 ou reivindicagdo 8, para uso na
modulag3o in vivo do desenvolvimento e diferenciagdo celular ou na morfogénese in vivo de

membros.

13. Uso de um composto de acordo com a reivindicagdo 1, para a modulagdo in vitro do

desenvolvimento e diferenciagio celular.

14. Composto de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1 a 5, para uso no

tratamento de um sujeito mamifero que requer terapia de Receptor de Retindide X.
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15. Composto de acordo com qualquer umas das reivindicagdes 1 a 5, para uso no
aumento da concentragdo plasmatica de lipoproteina de alta densidade num sujeito

mammifero.

16. Método para a determinagéo da presenga de um ou mais Receptores de Retindide X
compreendendo combinar um composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
5 com uma amostra contendo um ou mais receptores desconhecidos, ¢ determinagio de se o

referido composto se liga a qualquer receptor na referida amostra.

17. Método para a purificagio de Receptores de Retindide X compreendendo combinar
um composto de acordo com a qualquer uma das reivindicagdes | a 5 com uma amostra de
um ou mais Receptores de Retindide X referidos, permitir que o referido composto se ligue
aos Receptores de Retindide X e separar a referida combinagdo dos referido composto e
Receptor de Retindide X.

18. Composigio farmacéutica compreendendo, num veiculo farmaceuticamente aceitavel
para administragio entérica, parentérica ou topica, um composto de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 5, que activa selectivamente Receptores de Retindide X na
presenca de Receptores de Acido Retindico, em combinagio com um segundo composto que
activa selectivamente um ou mais receptores intracelulares diferentes de Receptores de
Retindide X.

19. Composigiio farmacéutica de acordo como a reivindicagdo 18, na qual o referido
segundo composto activa selectivamente Receptores de Acido Retindico na presenga de
Receptores de Retindide X.

20. Composi¢io de acordo com a reivindicagio 18, para uso num sujeito mamifero, na
modulagio de um processo mediado por receptores intracelulares, sendo o efeito fisiologico
produzido pela referida composi¢do quando administrada a uma dada concentragdo para o
referido uso sendo superior ao efeito aditivo conseguido utilizando cada um dos referidos

compostos sozinhos 4 mesma concentragéo.

21. Composicio de acordo com a reivindicagao 20, em que o referido segundo composto
activa selectivamente Receptores De Acido Retindico na presenga de Receptores de
Retindide X.

22. Composi¢io de acordo com a reivindicagdo 20, para uso na modulagdo do

metabolismo dos lipidos, modulagio de processos relacionados com a pele, modulagdo do
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desenvolvimento de células malignas, modulagido de lesdes pré-malignas ou modulagdo de

morte celular programada.

23. Composi¢do de acordo com a reivindicag@io 20 ou reivindicag@o 21, que € capaz de
ser administrada a uma concentragdo a qual nenhum dos referidos primeiro ou segundo

composto poderia, sozinho, produzir uma resposta terapéutica significativa.

24. Composigio de acordo com a reivindicagdo 20, em que o referido segundo composto

activa receptores de proliferador de peroxissoma activado.

25. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 20, em que o referido segundo composto

activa receptores de Vitamina D.

26. Composigio de acordo com a reivindicagdo 20, em que o referido segundo composto
activa receptores de hormona tirdide, receptores HNF4 ou membros da familia de receptores
COUP.

Lisboa, -8, ¥R 2009
- Por LIGAND PHARMACEUTICALS, INC.
- O AGENTE OFICIAL -

NG ANTONIO JOAO
DA CUMAA FERREIRA

Ag. Of. Pr. Ind.

Rua das Flores, 74 - 4°
1200 LISBOA
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