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DESCRICAOQ

“Pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-onas condensadas que potenciam a actividade

do interferdo gama”

Campo do invento

Este invento esta relacionado com compostos farmacéuticos que sdo referidos nesta
patente como “pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-onas condensadas™. Sao também descritos métodos

para a producdo destes compostos e métodos para a utilizagdo dos compostos.

Antecedentes do invento

O interferdo gama humano (IFN-y) ¢ uma proteina imuno-reguladora natural humana.
E considerada como um agente eficaz no tratamento de tumores e infec¢des virais em
humanos. O mecanismo exacto através do qual [FN-y inibe o desenvolvimento in vivo de
virus e de tumores permanece desconhecido. Existem provas de que o IFN-'y actua através de
pelo menos um de dois mecanismos: (1) actuacio directa na célula infectada pelo virus e na
célula tumoral e/ou (2) primeiro por activacio das células do sistema imunitario, que depois
destroem a célula infectada pelo virus ou a célula tumoral [/nterferons and other Regulatory
Cytokines, E. De Maeyer e J. De Maeyer-Guignard. John Wiley & Sons. Nova lorque
(1988)].

Uma manifestacdo de um sistema imunitario estimulado ¢ a expressio intensificada
na superficie das células imunitarias das proteinas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC). O MHC ¢ constituido por genes da classe I, IT e III que
codificam as respectivas proteinas da classe I, I e III. As proteinas de classe I e II residem na
superficie celular e estdo envolvidas no controlo da resposta imunitaria, ao passo que as
proteinas da classe III surgem no soro € ndo estdo envolvidas no controlo da resposta
imunitaria. As proteinas de classe I e II em células que apresentam antigenios, e.g.
mondcitos, linfécitos B, células dendriticas, apresentam linfocitos estranhos a linfécitos T
com a destruicdo subsequente da célula contendo o antigénio estranho. A expressio
intensificada das proteinas de classe I e II € essencial para que o sistema imunitario para livre
um animal de células infectadas por virus e para melhorar a produgdo de anticorpos
especificos. O IFN-y ¢ um dos reguladores principais da resposta imunitéria devido a sua

capacidade para a intensificar a expressdo de proteinas de classe I e IT do MHC. Um exemplo

do beneficio do melhoramento do MHC I por IFN-y consiste no aumento das proteinas da
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classe I em células infectadas por virus. As células infectadas por virus apresentam
antigénios virais sintetizados na sua superficie celular para o receptor de célula T em cé€lulas
T citotdxicas (células CD4) com a destruicio subsequente da célula infectada por virus, pela
célula T citotoxica. Um exemplo do beneficio do melhoramento de MHC II por IFN-y
consiste no aumento das proteinas da classe II em monocitos. Os mondcitos podem ingernr
microorganismos invasores e as proteinas de classe II na superficie do mondcito apresentam
péptidos derivados do microorganismo invasor. Estes péptidos mantidos pelas proteinas de
classe 1I sdo apresentadas ao receptor de célula T em células T auxiliares (CD8) com a
subsequente secrecdo de linfoquinas pela célula CD8. As linfoquinas segregadas originam a
proliferacio dos linfocitos B que segregam anticorpos que sintetizam grandes quantidades de

anticorpos contra 0 Microorganismo Invasor.

Verifica-se a partir dos exemplos anteriores que um composto que intensifique a
inducdo por IFN-y de moléculas de MHC, seria ttil em combinagdo com IFN-y para o
tratamento de infecgdes por microorganismos. Este composto poderia permitir uma redugdo
na dose de IFN-y, originando deste modo, vantajosamente, o mesmo efeito terapéutico do

IFN-y sozinho, mas com menos efeitos secunddrios relacionados com o IFN-y.

Existem pelo menos trés referéncias de compostos que potenciam a expressdo do
MHC induzida por IFN-y [Coutinho, G.C., Dudrieu-Trautmann, 0., Strosberg, A.D. e
Couraud, P.O., “Catecholamines Stimulate the IFN-y-induced Class II MHC Expression on
Bovine Brain Capillary Endothelial Cells™, J. Immumol., 147, 2525-2529 (1991); Zhu, J,,
Mix, E., Olsson, T. and Link, H. “Influence of Ton Channel Modulation of in Vitro
Interferon-y Induced MHC Class I and TII Expression on Macrophages”,
Immunopharmacology and Immunotoxicology, 17, 109-136 (1995); Mothes, T., Bendix, U,
Pfannschmidt, C. and Lehmann, 1., “Effect of Gliadin and Other Food Peptides on
Expression of MHC Class II Molecules by HT-29 Cells”, Gut, 36, 548-552 (1995)].

Sumario do invento

E aqui descrita uma nova classe de moléculas representadas pelas Formulas I e II,

que referimos como pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-onas condensadas.
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Os numeros dos constituintes sdo definidos infra. Métodos preferidos para a

preparacdo destes compostos sdo descritos infra.

Verificamos que os nossos compostos de pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-ona condensada
(numeracdo tal como a considerada para K-252a e K-252c apresentada em Moody et. al., J.
Org. Chem., 1992, 57, 2105) potenciam a actividade de IFN-y humano na indugio da
expressido de MHC na superficie de células receptoras. Os compostos do invento apresentam
capacidade para melhorar a eficiéncia do sistema imunitério e isto, por sua vez, proporciona,
beneficamente, um melthoramento na inibigdo do desenvolvimento de virus e/ou de tumores.
Verificamos também que os compostos de pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-ona condensada do

invento sdo tteis para a potenciagdo, preferivelmente, da actividade neurotrofina-3 (NT-3).

Descricio detalhada

Descrevemos primeiro os desenhos.
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1. Desenhos

A Figura 1 ¢ um grafico que apresenta a intensificagdo da expressio da molécula

HLA-DR MHC II induzida por IFN-y, pelas pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-onas do invento.

A Figura 2 é um desenho esquemdtico resumindo a sintese quimica das

pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-onas de Férmula [, Secc¢do V (A)-(D).

A Figura 3 é um desenho esquematico apresentando a sintese de intermediarios de
2

pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-onas.

A Figura 4 é um desenho esquematico apresentando uma sintese alternativa de

intermediarios de pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-onas.

A Figura 5 ¢ um desenho esquemdtico apresentando a sintese de

pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-onas de Formula II.

A Figura 6 ¢ um desenho esquematico apresentando a sintese de
pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-onas nas quais X ¢ C=0, a partir dos compostos correspondentes

nos quais X ¢ CH,.

A Figura 7 é um desenho esquematico apresentando a sintese do intermediario 11 de

pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-onas.

II. Pirrolo[2.3-c]-carbazolo-6-onas condensadas

Os novos compostos deste invento, que sdo referidos como derivados de

pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-onas condensadas, sio representados pelas Férmulas seguintes:
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nas quais:

a)R' é seleccionédo de entre o grupo consistindo em H, alquilo com 1-4 .carbonos,
grupos aromaticos monociclicos e  policiclicos, arilalquilo, heteroarilo,
heteroarilalquilo; C(=O)R’, em que R’ é alquilo com 1-4 carbonos ou um grupo
aromatico monociclico ou policiclico; (CH,),OR’, em que n é um inteiro de 1-4; OR™
é H ou alquilo com 1-4 carbonos; (CH,),OR"", em que R"™ ¢ o residuo de um
aminoécido depois de o grupo hidroxilo do grupo carboxilo ter sido removido; OR"™,
NR'R®; (CH,),NR'R® ¢ O(CH,),NR'R* e ou

1) R’ e R¥sdo, independentemente. H ou alquilo com 1-4 carbonos; ou
P q

(2) R” e R® estiio combinados para formarem um grupo de ligagio de férmula
geral -(CH,),-X'-(CH,),-, em que X' ¢ O, S ou CH,;

b) R* ¢ seleccionado de entre o grupo consistindo em H, SO,R’, CO,R’, C(=O)R’,
alquilo, com 1-8 carbonos, alcenilo com até 8 carbonos, alcinilo com até 8 carbonos €
um monossacarido com 5-7 carbonos, em que cada grupo hidroxilo do referido
monossacarido é seleccionado independentemente de entre o grupo consistindo em
hidroxilo nfo substituido e uma por¢ao de substituicdo que substitui o referido grupo
hidroxilo, seleccionada de entre o grupo consistindo em H, alquilo com 1-4 carbonos,

alquilcarboniloxi com 2-5 carbonos e alcoxi com 1-4 carbonos; em que ou

1) cada alquilo com 1-8 carbonos, alcenilo com até 8 carbonos, ou alcinilo

com até 8 carbonos ndo esta substituido; ou

2) cada alquilo com 1-8 carbonos, alcenilo com até 8 carbonos, ou alcinilo
com até 8 carbonos estd, independentemente, substituido com 1-3 grupos
seleccionados de entre o grupo consistindo em grupos aromaticos
monociclicos e policiclicos com 6-10 carbonos, heteroarilo, F, Cl, Br, I, CN,
NO,, OH, OR’, O(CH,),NR'R’, OCOR’, OCONHR’, O-tetra-hidropiranilo,
NH,, NR'R’, NR'°COR’; NR'’CO,R’, NR'°CONR'R®, NHC(=NH)NH,,
NR'’SO,R’; S(O),R", em que R'' ¢ H, alquilo com 1-4 carbonos, um grupo

aromatico monociclico ou policiclico com 6-10 carbonos, ou heteroarilo e y €
1 ou 2; SR', CO,R’, CONR'R}, CHO, COR’, CH,OR’, CH,OR’,
CH=NNR''R"”, = CH=NOR', CH=NR’, CH=NNHCH(N=NH)NH,;
SO,NR"R"; em que ou
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(la) R"> e R" s3o, independentemente. H, alquilo com 1-4 carbonos,
um grupo aromatico monociclico ou policiclico com 6-10 carbonos,

ou heteroarilo; ou

(2a) R"” e R" sio combinados conjuntamente para formarem um
grupo de ligagio ~(CH.),-X'-(CH,):;

PO(OR'),, NHR", NR'’R", OR" e um monossacarido com 5-7 carbonos em
que cada grupo hidroxilo do referido monossacirido ¢ seleccionado
independentemente de entre o grupo consistindo em hidroxilo ndo substituido
e uma porcdo de substituicdo que substitui o referido grupo hidroxilo,
seleccionada de entre o grupo consistindo em H, alquilo com 1-4 carbonos,

alquilcarboniloxi com 2-5 carbonos e alcoxi com 1-4 carbonos;

¢) cada um de R’ e R* é seleccionado, independentemente, de entre o grupo
consistindo em H, grupos aroméaticos monociclicos e policiclicos com 6-10 carbonos,
heteroarilo, F, Cl, Br, I, CN, CF,, NO, OH. OR’, O(CH,),NRR’ OCOR’
OCONHR’, NH,, (CH,),0R’, (CH,),OR", (CH.)OR", OR™, NHR", NR'R?,
NR’(CH,),NR'R®, NR'COR’, NRCONR'R’, SR", S(O),R", CO,R’, COR’,
CONR'R?, CHO, CH=NOR'', CH=NR’, CH=NNR''R", (CH,),SR’, (CH,),S(0O),R’;
CH.SRY, em que R” ¢ alquilo com 1-4 carbonos; CH,S(O),R", (CH,)NR'R’,
(CH,),NHR", alquilo com 1-8 carbonos, alcenilo com até 8 carbonos e alcinilo com

até 8 carbonos; e ou

1) cada alquilo com 1-8 carbonos, alcenilo com até 8 carbonos ou alcinilo

com até 8 carbonos nio esta substituido; ou

2) cada alquilo com 1-8 carbonos, alcenilo com até 8 carbonos ou alcinilo

com até 8 carbonos esta substituido independentemente tal como descrito

anteriormente em b)2);

d) R® ¢ seleccionado de entre o grupo consistindo em hidrogénio, alquilo com 1-8

carbonos, alcenilo com até 8 carbonos e alcinilo com até 8 carbonos; € ou

1) cada grupo alquilo, alcenilo ou alcinilo nio esta substituido; ou
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2) cada grupo alquilo, alcenilo ou alcinilo esta substituido com 1-3 grupos
seleccionados de entre o grupo consistindo em F. ClI, Br, I, CN, CF;, NO,,
OH, OR’, O(CH,),NR'R*, OCOR’, OCONHR’, NH,, (CH,),OR’, (CH,),OR",
NR'R?, NR’(CH,),NR'R?, NR""COR’, NR'"CONR'R®, SR"!, S(O),R'!, CO,R’,
COR’, CONR'RY, CHO, CH=NOR'', CH=NR’, CH=NNR'R", (CH,),SR’,
(CH,),S(0),R’, CH,SR", CH.S(0),R". (CH,) NR'R* & (CH,) NHR"".

¢) X é seleccionado de entre o grupo consistindo em -N-, -O-, -S-, -S(=0)-, -S(=0),-,
alquileno com -3 carbonos, -C(=0)-, -C(R)=C(RY)-, -C(R%.-, -CH=CH-,
-CH(OH)-CH(OH)-, -C(=NOR'")-, -C(OR"'}(R")-, -C(=0)CH(R")-, CH(R"*)C(=0)-;
-CH,-Z-, -Z-CH,-, -CH,ZCH.-, em que Z ¢ seleccionado de entre o grupo consistindo
em -C(OR'")R')-, O, S, C(=0), e NR'"; e alquileno com 1-3 carbonos substituido
com um grupo seleccionado de entre o grupo consistindo em um grupo substituinte
R’ SR'’, OR'®, OR", R¥, fenilo, naftilo e arilalquilo com 7-14 carbonos.

Tal como aqui usado, o termo “arilo” significa grupos aromaticos monociclicos e
policiclicos incluindo por exemplo, grupos fenilo, naftilo, bifenilo € xililo. Os grupos arilo
podem estar substituidos ou ndo substituidos com, por exemplo, grupos alquilo e halogeneo.
Os halogéneos incluem flior, cloro, bromo e iodo. Sao preferidos grupos arilo que

contenham 6-10 carbonos. Sio particularmente preferidos grupos fenilo € naftilo.

Tal como aqui usado, o termo “heteroarilo” significa uma porgédo arilo que contém
pelo menos um atomo de azoto basico e 0-4 heteroitomos seleccionados de entre O, S e N.
Exemplos de grupos heteroarilo incluem pirrolilo, piranilo, tiopiranilo, furilo, imidazolilo,

piridilo, tiazolilo, triazinilo, ftalimido, indolilo, purinilo € benzotiazolilo.

Tal como aqui usado relativamente a defini¢io de R", o termo “aminoacido”
significa uma molécula que contém um grupo amino e um grupo carboxilo. Ele inclui um
“a-aminoacido” que tem o seu o seu significado habitual de um 4cido carboxilico, que
comporta uma funcionalidade amino no carbono adjacente ao grupo carboxilo. Os
o-aminoacidos podem ser de ocorréncia natural ou de ocorréncia ndo natural. Os
aminoécidos também incluem “dipéptidos™ que s3o aqui definidos como dois aminoacidos
que estio unidos por uma ligagdo peptidica amida. Assim, os constituintes dos dipéptidos
ndo estdo limitados a oi-aminoécidos e podem ser qualquer molécula que contém um grupo

amino e um grupo carboxilo. Os a-aminoacidos preferidos sao dipéptidos tais como lisil-B-

alanina e acidos amino-alcandicos com 2-8 carbonos, e.g., acido 3-dimetilaminobutirico.




85437
EP 0 885229/PT

8
Grupos “alquilo™ preferidos contém 1-4 atomos de carbono e grupos “alcenilo” e

“alcinilo” preferidos contém até 4 atomos de carbono.

Grupos R' preferidos incluem H, alquilo com 1-4 carbonos, fenilo substituido ou nio
substituido, OR'® ¢ O(CH.),NR'R". Substituintes preferidos do fenilo incluem alquilo com

1-4 carbonos e halogéneo. O mais preferido ¢ H.
Grupos R? preferidos incluem H, C(=O)R". alquilo com 1-8 dtomos e alquilo com 1-8
carbonos, substituidos com um grupo OR’, OH, OCOR’, NR'R’, NH,, NR'COR’ ou

NR'°R'. O mais preferido ¢ H.

Grupos R’ e R* preferidos incluem H, halogéneo, CN, OH, OR’, OR", NH,, NR'R?,
(CH.).OR", (CH,)OR", COR’. NR"°COR’, NHR" ¢ O(CH),NR'R®. O mais preferido é H.
=1 A p

Grupos R’ preferidos incluem H e alquilo com 1-4 carbonos. O mais preferido € H.

Grupos X preferidos incluem -N-, -O-, -S-, alquileno com 1-3 carbonos, -C=0-,
-CH.-Z- e -Z-CH,-. Muito preferidos sdo -N-, -O-, -S- e grupos -CH,-.

1. Utilidades das pirrolo[2.3-c]-carbazolo-6-onas condensadas

As nossas pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-onas condensadas evidenciaram uma panéplia
de importantes actividades funcionais que tém utilidade numa variedade de cenarios,
incluindo as areas da investigacdo e da terapéutica. Para facilidade de apresentacdo e de
modo a ndo limitar a gama de utilidades para as quais estes compostos podem ser
caracterizados, as actividades preferidas das pirrolo[2,3-c]--carbazolo-6-onas condensadas

podem ser geralmente descritas como segue:

A. Intensificaciio da indugdo por I[FN-y de moléculas do MHC;
B. Potenciacio da funcdo e/ou da sobrevivéncia de células que respondem a

factor trofico.

A intensificacio da inducdo por IFN-y de moléculas do MHC pode, preferivelmente,

ser estabelecida utilizando uma linha de celular de mondcito humano que responda a IFN-y;

uma linha celular particularmente preferida esta disponivel em American Type Culture
Collection (ATCC), sendo referida como THP-1, com o numero de acesso ATCC TIB-202.
Sabe-se que o IFN-y induz a expressdio dos trés heterodimeros do MHC II, HLA-DP,
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HLA-DQ e HLA-DR, em células THP-1. A potenciacdo da func¢do e/ou da sobrevivéncia de
células que respondem a factor tréfico, e.g., células da linhagem neuronal pode ser,
preferivelmente, estabelecida usando um ensaio de colina-acetiltransferase (“ChAT”) de

espinal-medula cultivada.

Tal como aqui usado, o termo “potencia¢do” quando usado para qualificar os termos
“funcio” e ‘“‘sobrevivéncia”, significa uma alteragdo ou mudanga positiva. Uma potenciagdo

que seja positiva também pode ser aqui referida como “intensificacdo™ ou “aumento”.

Tal como aqui usado, os termos “melhorar”, “aumentar” ou intensificagao, quando
usados para qualificarem os termos “funcdo”, “sobrevivéncia™ ou “indu¢do” significam que a
presenca de uma pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-ona  condensada, tem um efeito
comparativamente superior sobre a fungio e/ou sobrevivéncia de uma célula com resposta a
factor trofico ou, no caso do IFN-y, na induciio de moléculas do MHC, do que uma celula

comparativa a qual nio foi apresentada a pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-ona condensada.

Tal como aqui usado, o termo “neuronio”, “célula de estirpe neuronal” e “célula
neuronal” inclui, mas nio esta limitado, a uma populacdo heterogénea de tipos neuronais
tendo transmissores unicos ou multiplos e/ou fun¢des unicas ou multiplas; preferivelmente
eles sio neurdnios colinérgicos. Tal como aqui usada, a frase “neurdnio colinérgico”
significa neurdnios do Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Periférico (SNP)
cujo neurotransmissor ¢ a acetilcolina; sio exemplos os neurénios do prosencéfalo basal e

neurdénios da espinal-medula.

Tal como aqui usado, um “factor tréfico” ¢ uma molécula que directa ou
indirectamente afecta a sobrevivéncia ou funcdo de uma célula que responde a factor trofico.
Factores troficos de exemplo incluem Factor Neurotréfico Ciliar (CNTF), Factor de
Crescimento de Fibroblasto basico (bFGF), insulina e factores de crescimento semelhantes a
insulina (e.g.,, IGF-I, IGF-II, IGF-III), interferdes, interleucinas, cit0quinas e as
neurotrofinas, incluindo Factor de Crescimento do Nervo (NGF), Neurotrofina-3 (NT-3),
Neurotrofina-4/5 (NT-4/5) e Factor Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF).

Uma “célula que responde a factor tréfico” tal como aqui definido, € uma c€lula que
inclui um receptor ao qual um factor tréfico se pode ligar especificamente; exemplos

incluem neurdnios (e.g., neurdnios colinérgicos) e células ndo neuronais (e.g., monocitos e

células neoplasticas).
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A

Tal como aqui usado, “actividade de factor tréfico™ e “actividade induzida ppo‘r factor

trofico” sio definidas como qualquer resposta que directa ou indirectamente resulte da
ligagdio de um factor tréfico (e.g., NT-3) a uma célula que compreenda um receptor de factor

trofico.

Tal como usado nas frases “actividade de factor trofico™ e “‘actividade induzida por
factor trofico”, o termo “factor trofico” inclui tanto factores troficos endogenos como
exogenos, referindo-se “enddgeno’ a um factor trofico ja presente e “exogeno™ referindo-se a
um factor tréfico adicionado a um sistema. Tal como definido, “actividade induzida por
factor trofico” inclui actividade induzida por (1) factores tréficos endégenos; (2) factores

troficos exdgenos; (3) e uma combinagdo de factores tréficos endogenos e exogenos.

A. Intensificacio da Inducio por IGN-v de Moléculas do MHC

Os compostos do invento podem ser usados para intensificar a indugéo de moléculas
do MHC por IFN-v. O TFN-v mostrou eficicia no tratamento de infec¢es virais e de certos
tumores. Contudo, devido aos seus efeitos secundarios que limitam a dose, a utilidade do
[FN-y tem sido limitada. Numa situacdo de imunocompromisso, e.g., num paciente que
evidencia uma infeccdo viral, seria benéfica a intensificagdo de uma resposta imunitaria
mediada por IFN-y, dado que o IFN-y induz a expressdo de moleculas do MHC. Como tal,
s3o benéficos os compostos deste invento que methoram a capacidade do IFN-7 enddgeno ou

do IFN-v administrado exogenamente, para induzirem a expressdo do MHC.

Tal como detalhado na Seccio V seguinte, a capacidade de uma
pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-ona condensada para intensificar a indugdo por [FN-y de
moléculas do MHC ¢, preferivelmente, avaliada usando a linha celular THP-1. Esta linha
celular evidencia a expressio de heterodimero HLA-DR do MHC II. Comparando a
expressio de HLA-DR na presenga de IFN-y e de I[FN-y com uma ou mais
pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-onas condensadas do presente invento, pode ser proporcionado
um método rapido e eficiente para a determinagio do melhoramento na indugéo por IFN-y de
moléculas do MHC.

Os compostos deste invento podem ser utilizados no desenvolvimento de modelos in
vitro de intensificacio da expressdo de moléculas do MHC, fungio, identificagdo ou para a
seleccdo de outros compostos sintéticos que tenham actividades semelhantes aos das

pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-onas condensadas. Os compostos podem ser utilizados num meio

de pesquisa para investigar, refinar e determinar alvos moleculares associados a respostas
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funcionais. Por exemplo, por radiomarcacdo de uma pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-ona
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condensada associada a uma fungdo celular especifica (e.g., inducdio de HLA-DR), a
entidade alvo a qual a pirrolo{2,3-c]-carbazolo-6-ona condensada se liga, pode ser
identificada, isolada e purificada para caracterizacdo. Num outro exemplo, uma pirrolo[2,3-
c]-carbazolo-6-ona condensada pode ser ainda utilizada como uma ferramenta de selecg@o
para encontrar agentes que tenham actividade marginal, mas que quando combinados com
pelo menos uma pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-ona condensada descrita, sejam capazes de
intensificar a inducdo por IFN-v de moléculas do MHC. Dado que as pirro]o[2,3-cj—
carbazolo-6-onas condensadas descritas sdo uteis na intensificacdo da indugdo por IFN-y de
moléculas do MHC, os compostos descritos tém utilidade benéfica como agentes

terapéuticos. Esta intensificagio tem valor num paciente imunocomprometido.

B.Potenciacio da funcio e/ou sobrevivéncia de células que respondem a factor

tréfico

As pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-onas condensadas deste invento pode ser utilizadas
para intensificar a fun¢do e/ou sobrevivéncia de células de linhagem neuronal. As
pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-onas condensadas podem ser utilizadas individualmente ou com
outras pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-onas condensadas, ou em combinagdo com outras
moléculas benéficas, tais como indolocarbazolos que também tém a capacidade de potenciar
a funcio e/ou sobrevivéncia de uma dada célula. Em situagdes em que a
pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-ona condensada intensifica uma actividade biologica, eg.,
actividade de neurotrofina, podem ser utilizadas neurotrofinas exdgenas, tais como NT-3 em

conjunto com a pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-ona condensadas.

Uma variedade de desordens neuroldgicas sdo caracterizadas por células neuronais
que estdo a morrer, lesionadas, funcionalmente comprometidas, sofrendo de degeneragdo
axonal em risco de morrerem, etc. Estas desordens incluem, mas ndo estio limitadas a:
Alzheimer, desordens dos neuronios motores (e.g., esclerose lateral amiotrdfica); Parkinson;
doengas cerebrovasculares (e.g., esclerose multipla); neuropatias periféricas (e.g., aquelas

que afectam os neurénios DRG em neuropatia periférica associada a quimioterapia);

desordens induzidas por aminoéacidos excitadores; desordens associadas a lesdes de

concussio e de penetragdo no cérebro ou na espinal-medula.

Tal como descrito na Sec¢do V seguinte, a capacidade de uma

pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-ona condensada para intensificar a funcio e/ou sobrevivéncia de

células de uma linhagem neuronal pode ser determinada empregando um ensaio de
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actividade de ChAT do prosencéfalo basal. A ChAT catalisa a sintese do neurotransmissor
acetilcolina e é considerada como um marcador enzimatico para um neuronio colinérgico
funcional. Um neurdnio funcional também ¢ capaz de sobrevivéncia. A intensificagio de
uma neurotrofina, tal como NT-3, pode ser determinada por compara¢do da actividade
funcional da neurotrofina com ou sem a presenca da pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-ona

condensada.

Sais farmaceuticamente aceitaveis das pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-onas condensadas
também estdo no ambito do presente invento. O termo “‘sais farmaceuticamente aceitaveis”,
tal como aqui usado significa um sal de adi¢do de dcido inorganico, tal como cloridrato,
sulfato e fosfato ou um sal de adiciio de acido orginico, tal como acetato, maleato, fumarato,
tartarato e citrato. Exemplos de sais de metal, farmaceuticamente aceitaveis, sao sal de metal
alcalino, tais como sal de sodio e sal de potassio, sais de metal alcalino-terroso, tais como sal
de magnésio, sal de calcio, sal de aluminio e sal de zinco. Exemplos de sais de amonio
farmaceuticamente aceitiveis sio sal de amonio e sal de tetrametilaménio. Exemplos de sais
de adigio de amina organica farmaceuticamente aceitdveis sdo sais com morfolina ¢
piperidina. Exemplos de sais de adi¢@o de aminodcido farmaceuticamente aceitaveis sio sais

com lisina, glicina e fenilalanina.

Os compostos aqui proporcionados podem ser formulados em composigdes
farmacéuticas por mistura com excipientes e portadores ndo toxicos, farmaceuticamente
aceitaveis. Estas composi¢des podem ser preparados para uso em administracdo parentérica,
particularmente na forma de solugdes ou suspensdes liquidas; ou administra¢do oral,
especialmente na forma de comprimidos ou cépsulas; ou intranasalmente na forma de pos,

gotas nasais ou aerossois; ou dermicamente, através de, por exemplo, pensos transdérmicos.

A composigio pode ser administrada convenientemente em forma de dosagem
unitaria e pode ser preparada por qualquer método bem conhecidos na arte farmacéutica, por
exemplo, tal como descrito em Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co.,
Easton, PA, 1980). Formulagdes para administracdo parentérica podem conter, como
excipientes comuns, agua estéril ou solugdo salina, polialquilenoglicol, tais como
polietilenoglicol, 6leos de origem vegetal, naftalenos hidrogenados e semelhantes. Em
particular, polimero de lactido, copolimero de lactido/glicélido ou copolimeros de
polioxietileno-polioxipropileno, biocompativeis, biodegradaveis, podem ser excipientes uteis
para o controlo da libértac;ﬁo dos compostos activos. Qutros sistemas de distribuigdo

parentérica, potencialmente iteis para estes compostos activos, incluem particulas de

copolimero de etileno-acetato de vinilo, bombas osmoticas, sistemas de infusdo implantaveis
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e lipossomas. Formulagdes para administragdo por inalagdo contém como excipientes, por
exemplo, lactose, ou podem ser solugdes aquosas contendo, por exemplo, polioxietileno-€ter
9-laurilico, glicocolato e desoxicolato ou solugdes oleosas para administragio na forma de
gotas nasais ou como um gel para ser aplicado intranasalmente. FormulacSes para
administracdo parentérica também podem incluir glicocolato para administra¢do bucal, um
salicilato para administragdo rectal ou acido citrico para administragdo vaginal. Formulagdes

para pensos transdérmicos sio preferivelmente emulsdes lipofilas.

Os compostos deste invento podem ser empregues como 0 Unico agente activo numa
composi¢io farmacéutica. Alternativamente, eles podem ser usados em combinagdo com
outros ingredientes activos, e.g.. [FN-y sintético e/ou outros factores de crescimento que
facilitam a potenciacio de NT-3 tal como descrito na patente U.S. N° 5,468,872 e publicagdo
internacional N° WO 95/07911 (data da publicacdo, 23 de Marco de 1995).

As concentra¢des dos compostos deste invento numa composi¢do terapéutica podem
variar. A concentracio dependera de factores, tais como a dosagem total da droga a ser
administrada, as caracteristicas quimicas (e.g., hidrofobicidade) dos compostos empregues €
da via de administragio. Os compostos deste invento sio proporcionados tipicamente numa
solucdo tampdo aquosa fisiolégica, contendo cerca de 0.1 a 10% p/v do composto para
administracdo parentérica. Gamas de dose tipicas sdo de cerca de 1 pg/kg a cerca de 1 g/kg
de peso corporal por dia; uma gama de dose preferida é de cerca de 0,01 mg/Kg a 100 mg/kg
do peso corporal por dia. E provavel que uma dosagem preferida da droga a ser administrada
dependa de varidveis, como o tipo e extensio da progressdo da doenga ou desordem, do
estado de saude global do paciente particular, da eficiéncia bioldgica relativa do composto

seleccionado e da formulacdo do composto excipiente e da sua via de administragéo.

IV. Descricdo geral do processo sintético

Foram empregues duas vias sintéticas para a preparagdo dos derivados de
pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-ona condensada do invento. No Método A (FIG. 2) um derivado
2-(arilo) ou de 2-(heteroarilo)indolo (1-4) que esta ndo substituido ou substituido nos
carbonos 4-7 (inclusive) do anel indolo (R’) substituido ou ndo substituido na porgao
(hetero)arilo (R%), é feito reagir com maleimida na presenga de um catalisador, tal como

acido trifluoroacético (TFA), para originar os derivados de pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-ona

condensada de Férmula I (Exemplos I-IV). Para a reacgdo também podem ser utilizados
catalisadores 4cidos de Lewis adicionais, tais como SnCl,, AICL;, EtAICl, ou ELAICL A
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reacdio também pode decorrer num solvente, tal como TFA, tolueno, CH,Cl, ou

1.2-dicloroetano.

Os intermediarios bi-ariloindolo, 2-2’-bi-indolo 1 (X=N, R°’, R’, R'=H),
2-(2-furil)indolo 2 (X=0, R? R’. R'=H) e 2-(benzotienil)indolo 3 (X=S, R’, R’, R'=H)
podem ser preparados utilizando procedimentos comuns da literatura (Hudkins, R.L.; et al,
J. Org. Chem., 1995, 60, 6218) (FIG. 2). Os derivados 2-(2-indenil)indolo 4 (FIG. 3)
(X=CH,, R, R’, R*=H) ou 2-(2-indenil)indolo substituidos com um grupo R’ ou R’, podem
ser preparados por reacgdo de l-carboxi-2-(tributilestanil)indolo S ou 1-carboxi-2-
(tributilestanil)indolo substituidos com um grupo R’ (Hudkins, R.L.; et al., J. Org. Chem.,
1995, 60, 6218) por 2-bromo-indeno 6 (J. Org. Chem., 1982, 47, 705) ou um 2-bromo-
indeno substituido com um grupo R*. Alternativamente, os derivados 2-(2-indenil)indolo 4
(X=CH,, R?, R’, R*=H) ou 2-(2-indenil)indolo substituidos com um grupo R’ ou RY, podem
ser preparados por reac¢do de 1AH-indolo ou de um seu derivado contendo um grupo R’
protegido como um intermediario indol-1-carboxilato de litio (Tetrahedron Lett., 26:5935
(1985)), sendo depois tratado com uma base forte, tal como t-BuLi, depois alquilado com
uma 2-indanona ou derivado de 2-indanona substituida com um grupo R*, adequadas, para
originar o alcool terciario 7 correspondente (FIG. 4). O élcool terciario 7 resultante ¢ tratado
com um Aacido diluido (e.g, HCl 2N em acetona) para originar o correspondente
2-(2-indenil)indolo 4 (Patente EUA 5.475.110). Usando outras benzociclo-alcan-2-onas, tal
como 2-tetralona na sequéncia reaccional apresentada na Figura 4, obter-se-ia 2-(2-(3,4-di-
hidronaftil)indolo 8 (X=CH,CH., R*, R’, R*=H) (Patente U.S. 5,475,110). A metodologia de
acoplamento cruzado catalisado por paladio (reacedo de Stille) pode ser usada para preparar
outros derivados, por exemplo, quando X na Figura 3 tem 1-3 carbonos (inclusive), por
acoplamento do derivado 2-(triflurometanossuifonato)- ou o 2-iodo- ou 2-bromovinil- da
correspondente  cetona ciclica com  l-carboxi-2-tributilestanilindolo  para originar

2-(2-benzociclo-alcenil)indolos.

O derivado 1H-indolo de partida descrito anteriormente ¢ convertido num derivado
1-indolo substituido (R? é H) por metodologia comum, por exemplo, por tratamento do
1H-indolo com uma base e com um agente de alquilagio para originar um indolo substituido
em 1. Nestes exemplos, o derivado indolo pode ser tratado directamente com uma base forte
(e.g., t-BuLi, sec-BuLi, n-BuLi, di-isopropilamida de litio) seguindo-se alquilagdo com um

derivado de 2-indanona para originar o lcool tercidrio 7 correspondente, que inclui

substituintes R* na posi¢io um do anel indolo. O derivado 2-(aril)- ou 2-(hetero-aril)indolo
(1-3), 2-(2-indenil)indolo 4 ou 2-(2-(1,2-di-hidronaftil)indolo 8 pode ser convertido em
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intermedidrios que contenham substituintes R* na posi¢do um do anel indolo, pelo método

descrito anteriormente para derivados indolo.

Compostos com as Férmulas gerais I e II que contenham grupos R', diferentes de H,
podem ser preparados comecando com a maleimida substituida com R' adequada (FIG. 2,
Método A). Compostos de Formulas gerais I e II, em que R' é hidrogénio, podem ser
alquilados na presenga de base (e.g., hidretos, alcoxidos, hidroxidos de metais alcalinos ou
alcalino-terrosos ou compostos de organolitio) por tratamento com R'L em que L é um grupo
que se despede tal como um halogéneo, mesilato ou tosilato para originar um derivado de
pirolocarbazolo-6-ona condensada que tem um grupo R' ligado ao azoto da lactama.
Compostos de Férmulas gerais I e II, em que R’ é hidrogénio, podem ser convertidos em
derivados em que um ou dois grupos R’ podem ser adicionados por tratamento de um
derivado pirrolocarbazolo-6-ona condensada, com um equivalente ou um excesso de uma
base forte (e.g., hidretos, alcoxidos, hidroxidos de metais alcalinos ou alcalino-terrosos ou
compostos de organolitio) com R’L em que L é um grupo que se despede, tal como um
halogéneo ou por condensagdo com um derivado de carbonilo de cetona ou aldeido que
contenha R’ para originar um derivado pirrolocarbazolo-6-ona condensada com um ou dois
grupos R®. Os derivados das reac¢des de condensagiio da cetona ou do aldeido originariam

derivados vinilicos com R’.

Os derivados de indolo sdo preparados usando metodologia comum (patente U.S.
3,976,639; patente U.S. 3,732.245; The Chemistry of Heterocyclic Compounds, Indoles
Partes Um e Dois; Houlihan Ed., Wiley-Interscience (1972)). Os derivados 2-indanona
podem ser preparados usando procedimentos ja descritos (ver patente U.S. 4,192,888;
patente U.S. 4,128,666; J. Am. Chem. Soc., 89: 4524 (1967); Tetrahedron Lert., 43: 3789
(1974); Chem. Ber., 122: 1791 (1989); Can. J. Chem., 60: 2678 (1982); Helvetica Chimica
Acta 70: 1791 (1987); Chem. Pharm. Bull., 33: 3336 (1985); J. Org. Chem., 55: 4835
(1990); Tetrahedron 45: 1441 (1989); Synthesis 818 (1981)).

No método B (FIG. 2), um derivado 2-(heteroarilo)indolo (1-3), ou derivado
2-(aril)indolo, tal como 2-(2-indenil)indolo 4 € feito reagir com cis-B-ciano-acrilato de etilo
na presenga de um catalisador, tal como SnCl,, AlCl;, EtAICL, EtL,AIC] ou TFA em CH,CIL,,
C,H,Cl, ou tolueno como um solvente para originar os compostos 6-oxo-carbazolo de

Férmula I do invento.

Os compostos de Férmula II sdo preparados tal como delineado na FIG. 5. A adig@o

de reagentes 2-(aril)- ou 2-(hetero-aril)indolilzinco (Tetrahedron Lett., 1994, 35, 793;
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Tetrahedron Lett., 1994, 35, 7123; Tetrahedron Lert., 1993, 34, 5955; Tetrahedron Lett.,
1993, 34, 6245) a succinimida ou a um derivado succinimida substituido com R', através de
uma reaccio do tipo de Reformatzky (Svathesis, 1975, 685) seguida de desidratagio,
originaria compostos de estrutura geral 9. O fecho do anel catalisado por palddio (patente
US. 5.475,110; Terahedron Ler.. 1993, 34, 836l) originaria compostos de

pirrolo[2,3-c]carbazolo de Formula II.

Compostos em que X=(C=0) (estrutura geral 10) sdo preparados por oxidaco de
derivados de Formula geral I (ou IT) em que X=CH,, usando reagentes comuns de oxidagio
(e.g., Se0,, CrO;, Na,CrO; ou MnO,) (FIG. 6). Alternativamente, 0 2-(2-indenil)indolo 4
pode ser oxidado em 2-(2-(1-oxo-indenil)indolo e usado para a preparagdo de compostos de
Formula I ou IT em que X = (C=0) através dos métodos apresentados nas FIG. 2 e 5.
Alternativamente, o 2-(2-(1-oxo-indenil)indolo 11 pode ser preparado usando a metodologia
de acoplamento catalisado por paladio (FIG. 3) por acoplamento de 1-carboxi-2-
-tributilestanilindolo 5 ou seus derivados com 2-(trifluorometanossulfonil)oxi-inden-1-ona
ou 2-bromo-inden-1-ona 12 (FIG. 7) (J. Org. Chem. 1994, 59, 3453) ou um dos seus
derivados. Compostos da estrutura geral 10 (X = (C=0)) podem sofrer uma variedade de
reaccdes de olefinagdo, adicio e condensacdo conhecidas pelos peritos na arte da sintese
orginica para originar, por exemplo, mas sem lhes estarem limitados, derivados X =
(C=C(R>?%), C(R*?, C(OR'"}(R"). Derivados de pirrolocarbazolo-6-ona condensada em que
X for S(=0) ou S(=0), podem ser preparados por oxidagdo de derivados X = S de um modo
semelhante a X = (C=0).

Exemplos

V. Descricdo Especifica dos Processos Sintéticos

Os Exemplos seguintes sdo apresentados para fins de ilustragdo e ndo devem ser

considerados como limitando de qualquer modo o ambito do invento.

A. Exemplo I : 5H,7H,13H-benzofurano[2,3-a]pirrolo[2,3-c]carbazolo-6(6H)ona
(X=0; R, R}, R>, R, R’=H)

Uma mistura de 2-(2-benzofuril)indolo 2 (250 mg; 1,0 mmol) e maleimida (110 mg;
1,2 mmol) em 4cido trifluoroacético (2 ml) foi aquecida a 125°C durante 18 h, num frasco de

reaccio selado. O sélido precipitado foi recolhido, lavado com TFA e seco para originar 150

mg (48%) de produto. A recristalizagdo (THF) originou um sélido castanho; p.f. >300°C,
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EM (ES") 312 (M"), '"H RMN (DMSO - d,) & 4.00 (s, 2H), 4,13 (s, 2H), 7,12 (t, 1H), 7,37 (t,
2H), 7.45 (t, 2H), 7,71 (d, 1H), 7,95 (d, 1H), 8.54 (d, 1H), 10,12 (s, 1H), 11,79 (s, 1H). Anal.
calc. para C,,H,.N,0,0,4H,0; C, 75,18; H, 4,04; N, 8,77. Determinado: C, 75,29, H, 3,86, N,
8,60.

B. Exemplo II : 5H,7H,13H-benzotieno(2,3-a]pirrolo[2,3-c]carbazolo-6(6H)ona
(X=S;R',R*,R’, R, R°”=H)

Uma mistura de 2-(2-benzotienil)indolo 3 (100 mg, 0,4 mmol) ¢ maleimida (40 mg;
0,4 mmol) em acido trifluoroacético (2 ml) foi aquecida a 125°C, durante 16 h, num frasco
de reaccio selado. O solido precipitado foi recolhido, lavado com metanol arrefecido e seco
para originar 80 mg (58%) de produto. Recristalizagdo (THF) originou um sélido castanho;
p.f. >300°C, EM (ES") 328 (M"), '"H RMN (DMSO - d,) & 4,10 (s, 2H), 7,20 (t, 1H), 7,40-
7,60 (m, 4H), 8,10 (d, 1H), 8,80 (m, 1H), 10,86 (s, 1H), 11,80 (s, 1H). Anal. calc. para
C,H,,N,S0.0,5H,0; C, 71,20; H, 3,88; N, 8,30. Determinado: C, 70,86, H, 3,61, N, 8,39.

C. Exemplo III : 5H,7H.12H,13H-indolo[2,3-a]pirrolo[2,3-c]carbazolo-6(6H)ona
(X =N;R',R’, R}, R, R°=H) '

(1) Método A

A uma mistura de 2-2’-bi-indolo 1 (250 mg; 1,0 mmol) e de maleimida (110
mg; 1,2 mmol) suspensa em tolueno (50 ml) foi adicionado acido trifluoroacético (0,5 ml). A
solugao foi aquecida ao refluxo durante 18 h, arrefecida até ta. e concentrada a
aproximadamente 20 ml. A solugdo foi arrefecida num banho com gelo, o sdlido precipitado
foi recolhido, lavado com éter frio e seco para originar 150 mg (55%) de produto. A
purificagio por cromatografia em coluna (EtOAc: hexanos; 2:1) originou um solido
castanho-bronze, p.f. >320°C, EM (ES") 311 (M"), 'H RMN (DMSO - d) 8 4,00 (s, 2H),
7,17-7,22 (m, 2H), 7,37-7,42 (m, 2H), 7,67 (d, 2H), 8,03 (d, 1H), 8,58 (d, 1H), 10,87 (s, 1H),
10,92 (s, 1H), 11,18 (s, 1H),. Anal. calc. para C,H,,N,0,.0,5H,0; C, 74,99; H, 4,41; N,
13,12. Determinado: C, 75,24, H, 4,02, N, 13,05.

(2) Método B

Uma mistura de 2-2’-bi-indolo 1 (100 mg; 0,43 mmol) e de cis-B-ciano-

acrilato de etilo (50 mg: 0,4 mmol) em cloreto de metileno (10 ml) foram adicionados 25 ml

de SnCl,. A mistura foi agitada a t.a. durante 30 min. A suspensao foi arrefecida num banho
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com gelo, o solido recolhido, lavado com éter frio e foi seco para originar 36 mg (27%) de
produto. A purificacio por cromatografia em coluna (EtOAc:hexanos; 2:1) originou um
solido castanho-bronze, p.f. >320°C, EM (ES™) 311 (M"). 'H RMN (DMSO - d,) 8 4,00 (s,
2H), 7,17-7,22 (m, 2H), 7,37-7,42 (m, 2H), 7.67 (d, 2H), 8,03 (d, 1H), 8,58 (d, 1H), 10,87 (s,
1H), 10,92 (s, 1H), 11,18 (s, 1H).

Este composto apresentou caracteristicas espectrais e analiticas idénticas ao

do preparado pelo método A.

D. Exemplo IV : 5H,7H,12H,13H-indeno{2,3-a]pirrolo{2,3-c]carbazolo-6(6H)ona
(X=CH,;R,R°, R, R R’=H)

1) Método A

Uma mistura de 2-(2-indenil)indolo 4 (300 mg; 1,3 mmol) e maleimida (160
mg; 1,6 mmol) em acido trifluoroacético foi aquecida a 160°C durante 18 h, num frasco de
reaccdo selado. A solugio foi evaporada e o solido dissolvido em acetato de etilo, depois
lavado com agua e seco (MgSO,) para originar produto sélido castanho. O produto em bruto
foi submetido a cromatografia (silica-gel, EtOac:hexanos; 1:1) para originar um produto que
foi tratado com THF e filtrado. O residuo concentrado foi triturado com MeOH para originar
o produto: p.f. 275-280°C, EM (ES") 310 (M"), 'H RMN (DMSO - d) 3 4,00 (s, 2H), 4,13 (s,
2H), 7,17 (t, 1H), 7,25-7,42 (m, 3H), 7.50 (d, 1H), 7,71 (d, 1H), 8,00 (d, 1H), 8,37 (d, 1H),
10,75 (s, 1H), 11,33 (s, 1H). IV (KBr) 1650-1700 cm™. Anal. calc. para C,,H,,N,0.0,7H,0:
C, 78,10; H, 4,81; N, 8,65. Determinado: C, 78,13, H, 4,41, N, §,10.

(2) Método B

Uma mistura de 2-(2-indenil)indolo 4 (75 mg; 0,32 mmol) e cis-B-
‘cianoacrilato de etilo (81 mg; 0,64 mmol) em éacido trifluoroacético (1 ml) foi aquecida a
120°C durante 1 h, num frasco de reac¢io selado, seguindo-se 4 h a 160°C. A mistura foi
evaporada a pressdo reduzida e o residuo foi triturado com éter. O sdlido resultante foi
submetido a cromatografia (silica-gel; EtOAc:hexanos; 1:1) para originar 12 mg (12%) de
produto sdlido acastanhado; p.f. 275-280°C, EM I(ES") 310 (M"). Este composto apresentou

dados espectrais idénticos aos do preparado no Método A.

E. Exemplo V : Intensificagdo, por Pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-onas condensadas, da
inducéo por IFN-y do antigénio HLA-DR do MHC II
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Foi utilizada uma linha celular humana derivada de mondcitos humanos, THP-1
(ATCC TIB 202) que responde a IFN-y, para evidenciar o aumento de HLA-DR pelas

pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-onas.

As células THP-1 foram cultivadas em meio RPMI 1640 contendo mercapto-etanol
20 uM e 10% de soro de bovino fetal, a 37°C, numa atmosfera de 5% CO,:95% de ar, com
100% de humidade. Para a determinacdo do aumento de HLA-DR pelos compostos do
invento, as células foram deixadas sem tratamento como controlos, ou foram tratadas com
[FN-y apenas a 100 unidades/ml ou foram tratadas com compostos do invento numa
concentracio final de 1 uM, durante 30 min., antes da adi¢do de IFN-y a 100 unidades/ml.
Foram utilizadas culturas em duplicado em todas as experiéncias. As células THP-1 tratadas
foram incubadas a 37°C durante 48 horas e depois preparadas para analise de HLA-DR por
citometria de Fluxo. A induqﬁo de HLA-DR foi realizada por procedimentos comuns tal
como descrito em “Interferons and Other Regulatory Cviokines”, Edward De Maeyer and
Jacqueline De Maeyer Guignard, Capitulo 9, John Wiley & Sons, Nova lorque, 1988. As
células foram preparadas para a citometria de fluxo e foram analisadas quanto a HLA-DR
por citometria de fluxo, tal como indicado em “Current Protocols in Immunology”, Vol. 1,
paginas 5.0.1-5.8.8, John Wiley & Sons, 1994. Foi recolhido um milhdo de células de cada
tratamento por centrifugacdo e foram lavadas duas vezes com solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS). As células foram ressuspensas em 100 ul de PBS contendo 10 pg de IGG de
coelho purificada, para o bloqueio dos locais ndo especificos na superficie celular. Apos 20
min. em gelo, foram adicionados 20 pl de anticorpo monoclonal anti-HLA-DR marcado com
a etiqueta fluorescente FITC e as células deixadas no gelo durante 30 min. adicionais para
permitir a ligagdo do anticorpo a HLA-DR. As células foram entéo lavadas 2 vezes com PBS
em cada lavagem e foram fixadas em 0,5 ml de paraformaldeido a 5%. As celulas fixas

foram armazenadas a 4°C até serem analisadas por citometria de fluxo.

O aumento em HLA-DR através de pirrolo[2,3-c]-carbazolo-6-onas condensadas
representativas é indicado na FIG. 1. O aumento em HLA-DR por IFN-y sozinho ¢
designado por 100% no eixo dos Y. Nio existe inducdo de HLA-DR significativa pelos
compostos representativos sozinhos a 1 pM (FIG. 1). Todos os compostos representativos
intensificam a inducdo de HLA-DR por IFN-y acima da indug@o por IFN-y sozinho, i.e.
acima de 100%. O aumento percentual acima do IFN-y sozinho pelos quatro compostos €

indicado na Tabela 1. Por exemplo, a 2uM, o composto da Secg¢do V (D) (exemplo IV)

intensificou a indugio por IFN-y de HLA-DR em 60% relativamente ao IFN-y sozinho.
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Tabela 1
Composto do Conc. de Pirrolo-[2,3-c]- Conc. de IFN-v Aumento
Exemplo # 6-ona condensada. Unidades/ml Percentual em
uM HLA-DR
[ - - 0
I - 100* 100
I 1 100 115
1 2 100 108
11 - - 0
I - 100* 100
II 1 100 133
1I 2 100 153
I1I - - 0
I - 100* 100
I | 100 135
III 2 100 130
v - - 0
v - 100* 100
v 1 100 156
v 2 100 160
* [FN-v sozinho € definido como 100%.
F. Exemplo VI : Potenciacio por NT-3 da Actividade de ChAT em Culturas de
Prosencéfalo Basal por Pirrolo[2,3--c]carbazolo 6-onas
A capacidade das pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-onas para potenciar a actividade de NT-3
em culturas do prosencéfalo basal foi determinada usando a actividade de colina-
acetiltransferase (ChAT) como uma medida da fun¢do ou da sobrevivéncia de neur6nio

colinérgico. Os compostos sozinhos ndo tiveram quaisquer efeitos na actividade de ChAT.
Contudo, na presenga de NT-3, os compostos representativos originaram uma potenciagdo da
actividade ChAT dependente da dose a niveis superiores aos dos conseguidos por NT-3

sozinha. Os resultados, apresentados na Tabela 2, s3o o resultado de uma aplicagdo de NT-3

dnica e do composto a ser testado no dia do inicio da cultura, indicando um efeito
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prolongado sobre a sobrevivéncia ou fungdo dos neurdnios colinérgicos do prosencéfalo

basal. Os métodos empregues estdo descritos na patente U.S. 5,468,872, colunas 18 ¢ 19.

Tabela 2
Compostos do % Basal % NT-3
Exemplo # (média = DP) (média = DP)
100 nM 300 nM 100 nM 300 nM
NT-3+1 184+3 221 %2 113+£2 136 £ 1*
NT-3+1I 212+4 228 £13 130 £ 2% 140 + 1*
NT 3 +1I 180£3 203+£2 114£2 129 + 1*

Lisboa,

29. &1 2000

A NT-3 (100 ng/ml) aumentou a actividade de ChAT 163 = 5% (médiat DP) relativamente
ao controlo de culturas ndo watadas. Os compostos de teste sozinhos tinham um nivel de
actividade basal (100%).

*p < 0,05, estatisticamente significativo quando comparados com a actividade de NT-3
sozinha, por estatistica t de Dunnert.

Por CEPHALON, INC.
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REIVINDICACOES

1 - Pirrolo[2,3-c]carbazolo-6-ona condensada, representada por uma formula

seleccionada de entre o grupo consistindo em:

[s] ~
“S‘J;\?—g! xf_.\i/z\/_as
13 3

na qual:

a) R'é seleccionado de entre o grupo consistindo em H, alquilo com 1-4 carbonos,
grupos aromaticos monociclicos € policiclicos, arilalquilo, heteroarilo,
heteroarilalquilo; C(=0)R’, em que R’ ¢ alquilo com 1-4 carbonos ou um grupo
aromatico monociclico ou policiclico; (CH.,),OR’, em que n ¢ um inteiro com 1-4;
OR", em que R' ¢ H ou alquilo com 1-4 carbonos; (CH,),OR', em que R™ é o
residuo de um aminoacido depois de o grupo hidroxilo do grupo carboxilo ter
sido removido; OR", NR'R?; (CH,),NR'R?, O(CH,),NR'R?; € ou

(1) R e R® sdo independentemente H ou alquilo com 1-4 carbonos; ou

(2) R’ e R® sio, combinados conjuntamente para formarem um grupo de
ligagdo de férmula geral -(CH,),-X'-(CH.,),-, em que X' € O, S ou CH,;

b) R? ¢ seleccionado de entre o grupo consistindo em H, SO,R’, CO,R’, C(=O)R’,
alquilo com 1-8 carbonos, alcenilo com até 8 carbonos, alcinilo com até 8 carbonos e
um monossacarido com 5-7 carbonos, em que cada grupo hidroxilo do referido
monossacarido ¢ seleccionado independentemente de entre o grupo consistindo em
hidroxilo n3o substituido e uma porc¢io de substitui¢do que substitui o referido grupo

hidroxilo, seleccionada de entre o grupo consistindo em H, alquilo com 1-4 carbonos,

alquilcarboniloxi de 2-5 carbonos e alcoxi com 1-4 carbonos; em que ou
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1) cada alquilo com 1-8 carbonos, alcenilo com até 8 carbonos ou alcinilo

com até 8 carbonos esta ndo substituido; ou

2) cada alquilo com 1-8 carbonos, alcenilo com até 8 carbonos ou alcinilo
com até 8 carbonos, é independentemente substituido com 1-3 grupos
seleccionados de entre o grupo consistindo em grupos aromaticos
monociclicos e policiclicos com 6-10 carbonos, heteroarilo, F, Cl,_ Br, I, CN,
NO,, OH, OR’, O(CH,),NR'R’, OCOR’, OCONHR’, O-tetra-hidropiranilo,
NH,, NR'R’, NR"COR’; NR'’CO.R’, NR'CONR'R’, NHC(=NH)NH,,
NR'“SO,R’; S(O),R", em que R'' ¢ H, alquilo com 1-4 carbonos, um grupo
aromatico monociclico ou policiclico com 6-10 carbonos ou heteroarilo e y €
1 ou 2; SR, CO.R’, CONRRY, CHO, COR’, CH,OR’, CH,OR’
CH=NNR'R", CH=NOR', CH=NR’, CH=NNHCHN=NH)NH,,
SO,NR"R", em que ou

(la) R e R"” sdo, independentemente, H, alquilo com 1-4 carbonos,
um grupo aromatico monociclico ou policiclico com 6-10 carbonos ou

heteroarilo; ou

(2a) R"” e R"” estio combinados conjuntamente para formarem um
grupo de ligagdo -(CH.,),-X'-(CH,),;

PO(OR'),, NHR", NR'R", OR" ¢ um monossacarido com 5-7 carbonos em que
cada grupo hidroxilo do referido monossacarido ¢, seleccionado independentemente
de entre o grupb consistindo em hidroxilo ndo substituido e uma porgdo de
substituiciio que substitui o referido grupo hidroxilo seleccionado de entre o grupo
consistindo em H, alquilo com 1-4 carbonos, alquilcarboniloxi com 2-5 carbonos e

alcoxi com 1-4 carbonos;

c) cada R® e R* é seleccionado independentemente de entre o grupo consistindo em H,

grupos aromaticos monociclicos ou policiclicos com 6-10 carbonos, heteroarilo, F,
Cl, Br, I, CN, CF,, NO,, OH, OR’, O(CH,),NR'R’, OCOR’, OCONHR’, NH,,
(CH,),OR’, (CH,),OR", (CH,),OR", OR", NHR", NR'R’, NR’(CH,),NR'R®,
NR'°COR’, NR'CONR'R®, SR', S(O),R', CO,R’, COR’, CONR'R’, CHO,
CH=NOR", CH=NR’, CH=NNR''R", (CH,),SR’, (CH,),S(O),R’; CH,SR", em que
R" ¢ alquilo com 1-4 carbonos; CH,S(0),R", (CH,)NR'R?, (CH,),NHR", alquilo

com 1-8 carbonos, alcenilo com até 8 carbonos e alcinilo com até 8 carbonos; e ou
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1) cada alquilo com 1-8 carbonos, alcenilo com até 8 carbonos ou alcinilo

com até 8 carbonos esta ndo substituido; ou

2) cada alquilo com 1-8 carbonos. alcenilo com até 8 carbonos ou alcinilo
com até 8 carbonos estd, independentemente, substituido tal como descrito

anteriormente em b)2);

d) R’ ¢ seleccionado de entre o grupo consistindo em hidrogénio, alquilo com 1-3

carbonos, alcenilo com até 8 carbonos e alcinilo com até 8 carbonos; € ou
1) cada grupo alquilo, alcenilo, ou alcinilo nio esta substituido; ou

2) cada grupo alquilo, alcenilo, ou alcinilo estd substituido por 1-3 grupos
seleccionados de entre o grupo cdnsistindo em F, Cl, Br, I, CN, CF;, NO,,
OH, OR’, O(CH,),NR'R}, OCOR’, OCONHR’, NH,, (CH,),0R’, (CH,),OR",
NR'R?, NR’(CH,),NR'R?, NR'’COR’, NR'’CONR'R?, SR", S(O),R", CO,R’,
COR’, CONR'R?, CHO, CH=NOR'', CH=NR’, CH=NNR''R", (CH,),SR’,
(CH,),S(O),R’, CH,SR"”, CH.S(O),R", (C H,)NR'R?, e (CH,),NHR'*;

e) X é seleccionado de entre o grupo consistindo em -N-, -O-, -S-, -§(=0)-, -S(=0),-,
alquileno com 1-3 carbonos, -C(=0)-, -C(R)=C(R%-, -(C(R%).,, -CH=CH-,
-CH(OH)-, CH(OH)-, -C(=NOR')-, -C(OR"MR")-, -C(=0)CHR")-,
-CH(R"®)C(=0)-, -CH,-Z-~, -Z-CH,-, -CH,ZCH.-, em que Z ¢ seleccionado de entre o
grupo consistindo em -C(OR')R™)-, O, S, C(=0) e NR'; e alquileno com 1-3
carbonos substituido com um grupo seleccionado de entre o grupo consistindo em um
grupo substituinte R’, SR', OR'’, OR"™, R", fenilo, naftilo e arilalquilo com 7-14

carbonos.

2 - Composto de acordo com a Reivindicagdo 1 em que R’ ¢ seleccionado de entre o

grupo consistindo em alquilo com 1-4 carbonos, fenilo e naftilo.

3 - Composto de acordo com a Reivindicago 1 em que R', R"? e R" sdo cada um,

seleccionados independentemente de entre o grupo consistindo em H, alquilo com 1-4

carbonos, fenilo, naftilo e heteroarilo.
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4 - Composto de acordo com a Reivindicagdo 1 em que R' € seleccionado de entre o

grupo consistindo em H, alquilo com [-4 carbonos, fenilo substituido, fenilo néo substituido,
OR'’ e O(CH,),NR'R’.

5 - Composto de acordo com a Reivindicagdo | em que R* ¢ seleccionado de entre o
grupo consistindo em H, C(= O)R’, alquilo com 1-8 carbonos, alquilo com 1-8 carbonos
substituido com um grupo seleccionado de entre o grupo de OR’, OH, OCOR’, NR'R®, NH,,
NR'”COR’ e NR'"'R". |

6 - Composto de acordo com a Reivindicacio 1 em que R’ ¢ R sdo cada,
seleccionados independentemente de entre o grupo consistindo em H, halogéneo, CN, OH,
OR’, OR“™, NH, NRR* (CH.),OR", (CH,),OR". COR’ NRCOR’, NHR" e
O(CH,),NR'R®.

7 - Composto de acordo com a Reivindicagdo 1 em que R’ ¢ seleccionado de entre o

grupo consistindo em H e alquilo com 1-4 carbonos.

8 - Composto de acordo com a Reivindicagdo 1 em que X ¢ seleccionado de entre o

grupo consistindo em -N-, -O-, -S-, alquileno com 1-3 carbonos, -C=0-, -CH,-Z- ¢ -Z-CH,-.

9 - Composto de acordo com a Reivindicagao 8 em que X ¢ seleccionado de entre o

grupo consistindo em -N-, -O-, -S- ¢ -CH,-.

10 - Composto de acordo com a Reivindicagdo 9 em que R', R’, R’, R* e R’ sdo cada

um H.

11 - Composto de acordo com a Reivindicagio | representado pela Férmula L.

12 - Composto de acordo com a Reivindicagdo 11 em que R' ¢ seleccionado de entre
o grupo consistindo em H, alquilo com 1-4 carbonos, fenilo substituido, fenilo ndo
substituido, OR'"* e O(CH,),NR'R®,

13 - Composto de acordo com a Reivindicagdo 11 em que R* é seleccionado de entre

o grupo consistindo em H, C(=O)R’, alquilo com 1-8 carbonos ¢ alquilo com 1-8 carbonos

substituido com um grupo seleccionado de entre o grupo consistindo em OR’, OH, OCOR’,
NR’R®, NH,, NR'°COR’ e NR'R".
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14 - Composto de acordo com a Reivindicagdo 11 em que R’ e R’ sio cada um
seleccionados independentemente de entre o grupo consistindo em H, halogéneo, CN, OH,
OR’, OR“, NH, NR'R’, (CH,),OR", (CH.),OR", COR’, NR°COR’, NHR" e
O(CH,),NR'R®.

15 - Composto de acordo com a Reivindicagdo 11 em que R’ ¢ seleccionado de entre

o grupo consistindo em H e alquilo com 1-4 carbonos.

16 - Composto de acordo com a Reivindicagdo 11 em que X € seleccionado de entre
o grupo consistindo em -N-, -O-, -S-, alquileno com 1-3 carbonos, -C=0O-, -CH,-Z- e
-Z-CH,-.

Lisboa, 29 {f] 2000

Por CEPHALON, INC.
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