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RESUMO

“DERIVADOS DE 9-CLORO-15-DESOXIPROSTAGLANDINA, PROCESSO PARA A
SUA PREPARAQAO E SUA UTILIZAQAO COMO MEDICAMENTOS”

refere-se a derivados de

A presente invengao
9-cloroprostaglandina da férmula I que podem ser vantajosos para

o0 tratamento de problemas de fertilidade.
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DESCRICAO

“DERIVADOS DE 9-CLORO-15-DESOXIPROSTAGLANDINA, PROCESSO PARA A
SUA PREPARAQAO E SUA UTILIZAQAO COMO MEDICAMENTOS”

A presente invencao refere-se a derivados de
9-cloroprostaglandina, processo para a sua preparagcao e sua

utilizacdo como medicamentos.

E hd muito conhecido que as ©prostaglandinas sdo as
moléculas essenciais nos processos de Dbiologia reprodutiva
feminina, tais como, por exemplo, controlo da ovulacao, da
fertilizacado, da nidacdo, da decidualizacao (e. g., formacao de
placenta) e menstruagao. Do mesmo modo, as prostaglandinas
desempenham uma parte importante nas alteragdes patoldgicas no
tracto reprodutor, incluindo menorragia, dismenorreia,
endometriose e cancro. O mecanismo através do qual as
prostaglandinas provocam estas alteracdes ainda nao foi
completamente elucidado. Os resultados recentes indicam qgue as
prostaglandinas, seus receptores e suas vias de transdugao de
sinal estao envolvidas em processos, tais como angiogénese,

apoptose e proliferacéo.

Os efeitos das prostaglandinas sadao mediados pelos seus
receptores associados a proteina G, que estdao localizados na
superficie celular. A prostaglandina E, (PGE,) é de particular
interesse, com uma ampla variedade de efeitos celulares através
da ligagdo de subtipos de receptores funcionalmente diferentes,

nomeadamente, o8 receptores EP,, EP,, EP; e EP,. Assim, foi



possivel demonstrar que as fungdes reprodutoras estdo diminuidas
em murganhos com EP, silenciado (EP;) e que estes animais tém uma
ninhada” mais pequena (Matsumoto et al., 2001, Biology of
Reproduction 64, 1557-1565). Foi igualmente possivel demonstrar
que estes murganhos com EP, silenciado (Hizaki et al., Proc Natl
Acad Sci U.S.A. 31 Aug 1999; 96(18):10501-10506) apresentam
expansao de cumulus distintamente reduzida e subfertilidade
grave, demonstrando o significado do receptor da prostaglandina
EP, neste processo. Consequentemente, o0 receptor EP, representa
um alvo importante no desenvolvimento de medicamentos para o
controlo da fertilidade feminina. A subclasse 4 do receptor EP;
abre a possibilidade do desenvolvimento direccionado de
compostos PGE, selectivamente activos. No entanto, até ao
momento, nao sao conhecidos ©praticamente nenhuns ligandos
selectivos do receptor EP, e a maioria dos compostos conhecidos
ligam-se também a outros subtipos do receptor EP,;, tais como, por

exemplo, ao receptor EP4.

A Patente europeia EP 1306087 descreve agonistas do
receptor EP, que sao utilizados no tratamento de disfuncao
eréctil. A mesma classe estrutural ¢é descrita na Patente
europeia EP 860430 e é reivindicada a sua utilizacdo na producgao
de um medicamento para o tratamento de disturbios imunoldgicos,
asma e aborto. O pedido WO 04/32965 descreve o0s agonistas do
receptor EP, que sao utilizados para o tratamento e prevengao de
disturbios provocados por uma disfuncdo de o6rgao provocada por
isquémia. O documento WO 04/009117 descreve agonistas do
receptor EP, e EP, para o tratamento de disturbios provocados por

contraccao.



Os pedidos WO 03/74483 e WO 03/09872 descrevem agonistas
que se ligam igualmente ao receptor EP, e EP, (Ono

Pharmaceuticals).

Os agonistas do receptor EP, e EP, sao fregquentemente
descritos em associacéao com o) tratamento de Osteoporose
(documentos WO 99/19300, US 2003/0166631, WO 03/77910, WO
03/45371, WO 03/74483 e WO 03/09872) e para o tratamento de
glaucoma (documentos WO 04/37813, WO 04/37786, WO 04/19938, WO
03/103772, WO 03/103664, US 6747037, US 6410591, WO 03/40123, WO
03/47513, WO 03/47417).

0 pedido de patente WO 04/12656 reivindica agonistas do

receptor EP; em associacao com inflamacao.

O pedido de patente WO 03/77919 reivindica agonistas do
receptor EPs; para o tratamento de fertilidade. Até ao momento,
ainda nao foram descritos agonistas selectivos do receptor EP,
que controlam o0s processos que contribuem, eventualmente, para a
nidacdao e decidualizacao e, assim, para a promogao de
fertilidade. O objectivo de proporcionar compostos estaveis,
selectivos e eficazes que se liguem ao receptor EP, para o

desenvolvimento de novos medicamentos surge a partir destes.

As Patentes europeias anteriormente mencionadas de Ono
Pharmaceuticals (documentos EP 0030377 e EP 1306087) divulgam
derivados de prostaglandinas com um dtomo de cloro na posicao 9.
No entanto, 0s compostos reivindicados nestas patentes
compreendem inter alia um grupo hidroxilo na cadeia lateral

inferior, e. g., na posicao 15 ou 16.



Foi demonstrado, de um modo surpreendente, gue 0s compostos

da férmula geral I

onde

é um grupo CH,0OH, -COOR?, -CONHR? ou —CONHR?,

D

um hidrogénio,

radical alquiloC,-Ciy que ¢é linear ou ramificado,
opcionalmente, mono—- a polinsaturado e é opcionalmente
mono—- a polissubstituido com halogéneo, alcoxiloC;-C.,
ariloCs—-Cip substituido ou aroiloCs;-Cip opcionalmente
substituido, di-alquilC;-Cs—amino ou tri-alquilC;-Cs-

amino substituido

um cicloalquiloCs;-Ci;p que ¢é opcionalmente substituido
com alquiloC;-C4, um ariloC;-Ci;p gque €& opcionalmente
substituido com fenilo, l-naftilo, 2-naftilo que, por
sua vez, pode ser substituido na posicdo 3 e na
posicéao 4 por flaor, cloro, alcoxilo ou
trifluorometilo ou na posicao 4 por hidroxilo,
halogéneo, fenilo, um ou mais grupos alquiloCi;-Cy4,
clorometilo, fluorometilo, trifluorometilo, carboxilo,

hidroxilo ou alcoxiloC;—Cy,,



ou um heterocicloalquilo-Csz-Cy,

R ¢ um acido C;-Cis—carboxilico ou acido C;-Cis—sulfédnico,

A ¢ um grupo cis—-CH=CH- ou -CH,-CH,-,

B é um grupo trans-CH=CH- ou —-CH,-CH;—,

W ¢ um algquilenoC,-Cg,

R* é um grupo hidroxilo, um radical 0-R® ou O-R’, onde R®
¢ um radical tetra-hidropiranilo, tetra-hidrofuranilo,
trimetilsililo, terc-butildimetilsililo,
terc-butildifenilosililo ou tribenzilsililo e R’ é um
acido C1-Cis—carboxilico,

R’ é um hidrogénio, um grupo alquiloCi-Cig ou
alceniloCi1—-Co,

n ¢ o numero 1-4,

e 0s seus sals e seus clatratos de ciclodextrina com

bases fisiologicamente toleraveis,

superam as desvantagens conhecidas e, através da omissao do
grupo hidroxilo, pode ser alcangada uma melhor selectividade
para o receptor EP, e melhor actividade e duracgcao de acgao mais

longa.

Os grupos alquilo sao grupos alguilo lineares ou

ramificados, radicais alquilo saturados ou insaturados com 1-10



atomos de carbono. 0Os exemplos que podem ser mencionados sao
grupos metilo, etilo, propilo, butilo, isobutilo, terc-butilo,
pentilo, neopentilo, hexilo, heptilo, octilo, decilo, butenilo,

isobutenilo, propenilo, pentenilo, benzilo, m- e p-clorobenzilo.

Os grupos alquilo podem ser, opcionalmente, mono- a
polissubstituidos por &tomos de halogéneo, e. g., flaor, cloro
ou bromo, por grupos alcoxilo, tais como, por exemplo, Jgrupos
metoxilo, etoxilo, opcionalmente, com grupos arilo ou aroilo
substituidos, e. g., fenilo, ou por dialgquilamino, e. g.,
dimetilamino, dietilamino, dimetilaminopropilo e

trialquilaménio, onde é preferida a monossubstituicao.

Os grupos arilo adequados sao grupos arilo substituidos e
nado substituidos, tais como, por exemplo, fenilo, 1-naftilo e
2-naftilo, cada um dos quais pode ser substituido com 1-3 &tomos
de halogéneo, um grupo fenilo, 1-3 grupos alguilo, cada um com
1-4 atomos de C, um grupo clorometilo, fluorometilo,
trifluorometilo, carboxilo, hidroxilo ou alcoxilo com 1-4 &atomos

de C.

O grupo cicloalquilo pode compreender 3-10 Atomos de
carbono no anel. Os anéis podem ser substituidos por grupos
algquilo com 1-4 4atomos de carbono. Exemplos gque podem ser
mencionados sao ciclopentilo, ciclo-hexilo, metilciclo-hexilo e
adamantilo. Os grupos heterociclicos adequados sao heterociclos
com 5 e 6 membros que compreendem, pelo menos, 1 heterodtomo, de
um modo preferido, azoto, oxigénio ou enxofre. Exemplos gue
podem ser mencionados sao 2-furilo, 2-tienilo, 2-piridilo,
3-piridilo, 4-piridilo, oxazolilo, tiazolilo, pirimidinilo,

piridazinilo, pirazinilo, 3-furilo, 3-tienilo, 2-tetrazolilo.



Residuos fisiologicamente tolerdveis sdo adequados como
residuos 4&cidos. Os &cidos preferidos sao &cidos carboxilicos
orgadnicos e sulfdénicos com 1-15 adtomos de carbono que pertencem
as séries alifdtica, cicloalifdtica, aromdtica e heterociclica.
Exemplos de substituintes gue podem ser mencionados sao grupos
alquiloC;-Cy5, hidroxilo, alcoxiloC;-C;5, oxo e amino ou atomos de
halogéneo. Exemplos de 4dcidos carboxilicos que podem ser
mencionados sdo o0s seguintes: 4dcido férmico, 4&cido acético,
dcido propidnico, 4&cido Dbutirico, &cido isobutirico, Aacido
valérico, 4&cido isovalérico, &cido caprdico, 4&cido oenéntico,
dcido caprilico, dcido pelargdnico, acido céprico, acido
undecilico, acido 1laurico, 4&acido tridecilico, 4&cido miristico,
dcido pentadecilico, &cido trimetilacético, &acido dietilacético,
acido terc-butilacético, acido ciclopropilacético, acido
ciclopentilacético, acido ciclo-hexilacético, acido
ciclopropanocarboxilico, dcido ciclo-hexanocarboxilico, acido
fenilacético, 4&cido fenoxiacético, 4&acido metoxiacético, 4&acido
etoxiacético, acido mono-—, di- e tricloroacético, acido
aminoacético, 4acido dietilaminocacético, &cido piperidinocacético,
acido morfolinoacético, acido 1léctico, 4&acido succinico, A&acido
adipico, &cido benzdico, Aacidos Dbenzdicos substituidos por
halogéneo, grupos trifluorometilo, hidroxilo, alcoxilo ou
carboxilo, 4acido nicotinico, &cido isonicotinico, &cido furano-
2-carboxilico, 4&cido ciclopentilpropidénico. Exemplos de 4&acido
sulfdénicos sdo 4acido metanossulfédénico, 4&acido etanossulfdnico,

dcido isopropanossulfdénico, &cido P-cloroetanossulfdédnico, 4&acido

butanossulfdénico, acido ciclopentanossulfdénico, acido
ciclo-hexanossulfdénico, acido benzenossulfdénico, acido
p-toluenossulfdnico, acido p-clorobenzenossulfdnico, acido
N, N-dimetilaminossulfdnico, acido N,N-dietilaminossulfdénico,
acido N, N-bis(R-cloroetil)aminossulfédnico, acido

N,N-diisobutilaminossulfdénico, &acido N,N-dibutilaminossulfédnico,



acido pirrolidino-, piperidino-, piperazino-, N-metilpiperazino-

e morfolinossulfdénico.

O grupo hidroxilo pode ser modificado funcionalmente, por

exemplo, por eterificacgdo ou esterificacao.

Os residuos de éter adequados sao os residuos conhecidos do
especialista na técnica. E atribuida preferéncia a residuos de
éter que podem ser facilmente eliminados, tais como, por
exemplo, o0s radicais tetra-hidropiranilo, tetra-hidrofuranilo,
trimetilsililo, terc-butildimetilsililo,

terc-butildifenilosililo ou tribenzilsililo.

Os radicais acilo adegquados sdo os 4&cidos carboxilicos
mencionados sob R’. Exemplos destes que podem ser mencionados

pelo nome sao acetilo, propionilo, butirilo e benzoilo.

Para a formacdo de sal sao adequadas bases inorgédnicas e
orgadnicas como conhecidas do especialista na técnica para a
formacdo de sais fisiologicamente tolerdveis. Exemplos que podem
ser mencionados sao hidréxidos de metais alcalinos, tais como
hidréxidos de potédssio e sddio, hidrdéxidos de metais alcalino
terrosos, tal como hidréxido de calcio, amdénio, aminas, tais
como etanolamina, dietanolamina, trietanolamina,

N-metilglucamina, morfolina, tris(hidroximetil)metilamina etc.

Os compostos da férmula geral I qgque mostraram ser

particularmente eficazes sao agqueles onde

um grupo CH,0H, -COOR?, —-CONHR? ou -CONHR?,

[ON

Rl

R ¢ um hidrogénio ou



um radical algquiloC,-Ciy que €& linear ou ramificado,
opcionalmente, mono—- a polinsaturado e é opcionalmente
monossubstituido com flutor, cloro ou Dbromo, por
alcoxiloC;-C4, ariloCs—C;y substituido ou aroiloCs—Ci
opcionalmente substituido, di-alquilC,;-Cs—amino ou tri-

alquilC;-Cs—amino opcionalmente substituido,

um cicloalquiloCs-C¢ que ¢é opcionalmente substituido

com alquiloCi-Cy,

um radical ariloC;-Cio que ¢é opcionalmente substituido
com fenilo que pode ser substituido na posicao 3 ou 4
por fluor, cloro, alcoxilo ou trifluorometilo ou na

posicdo 4 por hidroxilo,

um heterocicloalquiloCs—C¢ que pode ser interrompido

uma ou mais vezes com azoto, oxigénio ou enxofre,

é um acido C;-Cip—-carboxilico ou acido C,;-C;,—-sulfdnico,

¢ um grupo cis-CH=CH- ou -CH,-CH,-,

é um grupo trans-CH=CH- ou -CH,-CHj,;—,

é um algquilenoC,-Cg,

¢ um grupo hidroxilo,

é um hidrogénio, um grupo alquiloC,—-Cgq ou

alceniloC;-Cqip e



é o numero 1-4.

compostos da férmula geral I que mostraram ser

particularmente muito eficazes sao agqueles onde

Rl

é um grupo -CH,0H, —-COOR? -CONHR’? ou —CONHR?,

¢ um hidrogénio ou um algquiloC;-C, que é opcionalmente

substituido com fenilo,

um cicloalquiloCs—Ce,

um ariloCs;-C¢ que ¢é opcionalmente substituido com

fenilo,

(D~

um acido Ci-Cg—carboxilico ou acido C;-Cg—-sulfdnico,

¢ um grupo cis-CH=CH- ou -CH,-CH,-—,

¢ um grupo trans-CH=CH- ou -CH,-CHj,;—,

¢ um alquilenoC,,

¢ um grupo hidroxilo,

¢ um hidrogénio, um grupo alquiloC;-C4; ou alceniloC,-Cjs

saturado e

é o numero 1-4.

invengdo refere-se, adicionalmente, a um processo para

preparar os derivados de prostano, de acordo com a invencgao, da

10



férmula geral I, caracterizado por um aldeido da férmula geral

11,

Cl

no qual R' tem o significado dos radicais -COOR?, —CONHR’ e A e R*
tém os significados indicados anteriormente, onde o grupo OH
livre em R*® é protegido, ¢é feito reagir com o carbanido da

sulfona da fdérmula geral III

]

R
@—SOZ—CH.L,—W-& 111
(CH)n

A acetilacdo da hidroxissulfona resultante € seguida por
eliminacdo redutora para proporcionar a olefina e, quando
apropriado, uma subsequente desproteccdo dos grupos hidroxilo
que sao protegidos em qualquer sequéncia e, quando apropriado,
esterificacdo, eterificacdo e/ou hidrogenacao de ligacbes duplas

e/ou esterificacgao de um grupo carboxilo esterificado

(R' = COOR?) e/ou de um grupo carboxilo livre (COOR? com R? = H)
e/ou conversdo de um grupo carboxilo livre (COOR? com R? = H)
numa amida (R' = CONR?) e/ou reducao de um grupo carboxilo

esterificado (R' = CONHR?).

A reaccgdo do aldeido da férmula geral II com o carbaniéo

produzido da sulfona III ocorre de um modo conhecido per se,

11



utilizando um solvente inerte, tal como, por exemplo, tetra-
hidrofurano ou éter dietilico, a temperaturas entre -100 °C e
24 °C, de um modo preferido, -100 °C a -70 °C. O carbanido da
sulfona III é produzido de um modo convencional com uma base,
tais como, por exemplo, butil-litio, metil-litio, terc-butdxido
de potdssio, hidreto de sdédio, diisopropilamida de 1litio, de um
modo preferido, butil-litio. A formagdo de carbanido é efectuada
a temperaturas de -78 °C a 25 °C, de um modo preferido, a

=78 °C.

A acetilacdo do grupo hidroxilo produzido ocorre, de um
modo conhecido, com anidrido acético, gquando apropriado, na
presenca de uma base, por exemplo, piridina, a temperaturas

entre -78 °C e 25 °C.

A eliminacdo redutora do intermedidrio acetoxissulfona para
proporcionar a trans-olefina da fdérmula geral I ocorre com pd de
magnésio em metanol com a adigcao de uma quantidade catalitica de
clorotrimetilsilano. A reaccadao é efectuada a temperaturas entre
0 °C e 60 °C, de um modo preferido, entre 15 °C e 25 °C.
Alternativamente, a eliminacao redutora  pode também ser

efectuada com amdlgama de sdédio.

A reducgdo para proporcionar os compostos da fédrmula geral I
com R', no significado de um grupo -CH,0H, & efectuada com um
agente redutor adequado para a reducdo de ésteres ou 4&acidos
carboxilicos, tais como, por exemplo, hidreto de aluminio e
litio, hidreto de diisobutilaluminio. Os solventes adequados séao
éter dietilico, tetra-hidrofurano, dimetoxietano, tolueno. A
reducao ¢é efectuada a temperaturas de -30 °C até ao ponto de
ebulicdo do solvente utilizado, de um modo preferido, 0 °C a

30 °C.

12



Os grupos hidroxilo funcionalmente modificados sao
libertados por métodos conhecidos. Por exemplo, a eliminacdo de
grupos protectores de hidroxilo tais como, por exemplo, O
radical tetra-hidropiranilo, é efectuada numa solucdo aquosa de
um acido orgénico, tal como, por exemplo, 4acido oxéalico, &cido
acético, 4cido propidnico, inter alia, ou numa solucdo aquosa de
um &cido inorgdnico, tal como, por exemplo, &cido cloridrico. E
conveniente adicionar um solvente orgénico inerte miscivel em
dgua para melhorar a solubilidade. Exemplos de solventes
orgadnicos adequados sdo &alcoois, tais como metanol e etanol e
éteres, tals como dimetoxietano, dioxano e tetra-hidrofurano. De
um modo preferido, é utilizado tetra-hidrofurano. A eliminacao é
efectuada, de um modo preferido, a temperaturas entre 20 °C e

80 °C.

Os grupos acilo s&o hidrolisados, por exemplo, com
carbonatos ou hidrdéxidos de metal alcalino ou metal alcalino
terroso num &lcool ou na solucdo agquosa de um adlcool. Os alcoois
adequados sao 4alcooils alifédticos, tais como, por exemplo,
metanol, etanol, butanol, de um modo preferidos, metanol. Os
carbonatos e hidrdxidos de metal alcalino gque podem ser
mencionados sdo sais de potédssio e sédio. Os sais de potdssio

sdo preferidos.

Exemplos de carbonatos e hidrdéxidos de metais alcalino
terrosos sdo carbonato de célcio, hidréxido de cédlcio e
carbonato de bario. A reaccdo € efectuada de -10 °C a +70 °C, de

um modo preferido, a +25 °C.

O grupo éster —~COOR? para Rl, por exemplo, no qual R? & um

grupo alquilo com 1-10 &tomos de C, €& introduzido pelos métodos

13



conhecidos pelo especialista na técnica. Os compostos

l-carboxilo sao feitos reagir, por exemplo, com
diazo-hidrocarbonetos de um modo conhecido per se. A
esterificacao com diazo-hidrocarbonatos é efectuada, por

exemplo, por mistura de uma solugdo de diazo-hidrocarbonatos num
solvente inerte, de um modo preferido, em éter dietilico, com o
composto l-carboxilo no mesmo ou num solvente inerte diferente,
tal como, por exemplo, cloreto de metileno. Apds o fim da
reaccao em 1 a 30 minutos, o solvente é removido e o éster é
purificado de um modo convencional. Os diazoalcanos séao
conhecidos ou podem ser preparados por métodos conhecidos (Org.

Reactions Vol. 8, paginas 389-394 (1954)).

O grupo éster COOR’? para R!, no qual R’ é um grupo arilo
substituido ou nado substituido, ¢ introduzido por métodos
conhecidos pelo especialista na técnica. Por exemplo, 0s
compostos l-carboxilo sdao feitos reagir com o0s compostos
aril-hidroxilos apropriados com diciclo-hexilcarbodiimidea na
presengca de uma base adequada, por exemplo, piridina, DMAP,
trietilamina, num solvente 1inerte. 0s solventes adequados sao
cloreto de metileno, cloreto de etileno, clorofdédrmio, acetato de
etilo, tetra-hidrofurano, de um modo preferido, clorofdérmio. A
reacgcao é efectuada a temperaturas entre -30 °C e +50 °C, de um

modo preferido, a 10 °C.

Pretende-se reduzir as 1ligacgdes duplas C=C presentes no
produto inicial, a hidrogenacdo ocorre por métodos conhecidos

per se.

A hidrogenacao da ligacao dupla 5,6 ¢é efectuada de um modo
conhecido per se a baixas temperaturas, de um modo preferido, a

cerca de -20 °C, numa atmosfera de hidrogénio na presenca de um

14



catalisador de metal nobre. Um exemplos de um catalisador

adequado € palddio a 10% em carbono.

Se a ligacadao dupla 5,6 e ligacdao dupla 13,14 séao
hidrogenadas, ¢é utilizada uma temperatura mais elevada, de um

modo preferido, cerca de 20 °C.

Os derivados de prostaglandina da férmula geral I com R? a
significar um atomo de hidrogénio podem ser convertidos num sal,
por neutralizacdo utilizando quantidades adequadas das Dbases
inorgdnicas apropriadas. Por exemplo, dissolver os 4acidos de
prostaglandina apropriados em 4&agua, contendo a quantidade
estequiométrica da base resulta, apds a &agua ter sido removida
por evaporacao ou solvente miscivel com &agua, e. g., alcool ou

acetona, ter sido adicionado, no sal orgdnico sdlido.

Um sal de amina é preparado de um modo convencional, por
dissolucdo do &cido de prostaglandina, por exemplo, num solvente
adequado, por exemplo, etanol, acetona, éter dietilico,
acetonitrilo ou benzeno e adicao de, pelo menos, a quantidade
estequiométrica da amina a esta solugdoc. Isto normalmente
resulta no sal na forma sélida ou é isolado do modo normal apds

evaporacao do solvente.

O grupo amina -CONHR® para R' é introduzido por métodos
conhecidos pelo especialista. Os &cidos carboxilicos da férmula
geral I (R® = H) sdo inicialmente convertidos no anidro misto com
cloroformato de isobutilo, na presenga de uma amina terciéria,
tal como, por exemplo, trietilamina. A reacgdao do anidro misto
com o sal de metal alcalino da amina apropriada ou com aménia (R®
= H) é efectuada num solvente ou mistura de solventes inerte,

tal como, por exemplo, tetra-hidrofurano, dimetoxietano,
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dimetilformamida, triamida hexametilfosférica, a temperaturas

entre -30 °C e +60 °C, de um modo preferido, a 0 °C e 30 °C.

Outra possibilidade para introduzir o grupo amida -CONHR®
para R' consiste na reaccdo de um &cido l-carboxilico da férmula
geral I (R’ = H), no qual existe, opcionalmente, a proteccdo
intermedidria dos grupos hidroxilo livre, com os compostos da

férmula geral IV

0=C=N-R° v

no qual R’ tem os significados indicados anteriormente.

A reaccao do composto da férmula geral I (R = H) com um
isocianato da fdérmula IV ocorre, quando apropriado, com a adicgao
de uma amina tercidria, tal como, por exemplo, trietilamina ou
piridina. A reacgdo pode ser efectuada sem solvente ou num
solvente inerte, de um modo preferido, acetonitrilo,
tetra-hidrofurano, acetona, dimetilacetamida, cloreto de
metileno, éter dietilico, tolueno, a temperaturas entre -80 °C a

100 °C, de um modo preferido, a 0 °C até 30 °C.

Se o material de partida compreende grupos OH no residuo de
prostano, esses grupos OH sao também feitos reagir. Se os
produtos finais eventualmente desejados compreendem grupos
hidroxilo livres no residuo de prostano, ¢é conveniente comecgar
de materiais de partida com sua proteccdo intermedidria por
radicais éter ou acilo que podem, de um modo preferido, ser

facilmente eliminados.

Os aldeidos da fdérmula geral II gque sao utilizados como

materiais de partida sao conhecidos ou podem ser preparados, por
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exemplo, por epoxidagdo selectiva de um modo conhecido per se da
ligacao dupla 13,14 de uma 9-haloprostaglandina da férmula geral
Vv, de um modo preferidos, com R' a significar um grupo -COOCHs;,
com hidroperdxido de terc-butilo e isopropdxido de titédnio (IV)

em cloreto de metileno a —-20 °C.

A clivagem do epdxido subsequente com &acido periodico em
éter dietilico e, quando apropriado, proteccdo do grupo
ll1-hidroxilo, por exemplo, com di-hidropirano, proporciona o

aldeido da férmula geral IT.

A sulfona da fdérmula geral III utilizada como material de
partida pode ser preparada a partir de acidos
cicloalquilocarboxilicos da férmula geral VII, nos guais n tem o
significado indicado anteriormente, por algquilacdo com um
halogeneto de alquilo da férmula geral VIII, no qual R’ tem o
significado indicado anteriormente, e o halogéneo pode ser iodo,

cloro ou bromo.
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HOC HOOC_ _R, R,

Z + Hal—R, ——» — "
(CH,)n (CHo)n (CHy)n
VII VIII IX X
EtOOC
_s” W _R, HO” W _R, SW R,
Ph K . Z -—
(CH (CH, ) (CH )
XIII X1I XI

5
SO—CH—W—E
<C::>>- P (CHy)n
I

A esterificagdao de IX com iodeto de metilo e carbonato de
potédssio em acetona ¢é seguida por reducdo do éster metilico
resultante no &lcool com hidreto de aluminio e 1litio em éter
dietilico. A oxidacg¢dao do 4&lcool com o complexo SO,-piridina na
presenga de trietilamina numa mistura de sulfdéxido de dimetilo e
cloreto de metileno, proporciona o aldeido da fdérmula geral X. A
reaccao de Wittig-Horner subsequente e, quando apropriado,
hidrogenacao da ligacao dupla para proporcionar XI conduz, apds
reducdo com hidreto de diisobutilaluminio, ao &dlcool da fdérmula
geral XII. A hidrogenacao da dupla ligacao pode, no entanto,
também ser efectuada apds reducdo do Ester XI no alcool XII, com

W a significar uma dupla ligacéao.

A substituicdo subsequente do grupo hidroxilo ocorre apds

tosilacdo intermedidria por reaccdo com tiofenol em tolueno. O
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tioéter XIII obtido deste modo é finalmente oxidado numa solucéo

metandlica aquosa na sulfona da férmula geral IIT.

Em comparacdo com a prostaglandina E,;, o0s novos agonistas de
EP, sao distinguidos por maior selectividade e estabilidade. Os
novos andlogos de prostaglandina do tipo EP; sao adequados, por
exemplo, ©para o tratamento e profilaxia de disturbios de
fertilidade, doencas infecciosas, cancro, infecgdes virais,
disturbios cardiovasculares, pressao intraocular elevada,
glaucoma, disturbios do sistema esquelético, disturbios
angiogénicos, anormalidades na contracgao uterina, disturbios de

dor e nefrolégicos.

Por disturbios de fertilidade pretende-se indicar
disturbios que conduzem a que nao ocorra ovulagdo, ao complexo
ob6cito ovulado/células cumulus nao ser fertilizado, a gque nao
ocorra nidacao de um  odcito fertilizado e nao ocorra
decidualizacao, por doencas infecciosas pretende-se indicar
doencas provocadas por parasitas unicelulares, por cancro
pretende-se indicar tumores sélidos e leucemia, por infeccgdes
virais pretende-se indicar infecgdes por citomegalovirus,
hepatite, hepatite B e C e disturbios de VIH, por disturbios
cardiovasculares pretende-se indicar disturbio de isquemia
reperfusao, estenose, arteriosclerose e restenose, por
disturbios angiogénicos  pretende-se indicar, por exemplo,
endometriose, por pressao intraocular elevada pretende-se
indicar glaucoma, por anormalidades de contracgdao uterina
pretende-se indicar, por exemplo, menstruacao dolorosa, por
disturbios do Sistema esquelético pretende-se indicar
osteoporose e por disturbios nefroldégicos pretende-se indicar

glomerulonefrite.
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Para utilizacdo dos compostos de acordo com a invengcao como
medicamentos, estes podem ser convertidos na forma de um produto
farmacéutico que, para além do ingrediente activo, compreende
materiais veiculos farmacéuticos, orgdnicos ou 1inorganicos
inertes, adequados para administracdo entérica ou parentérica,
tais como, por exemplo, 4&gua, gelatina, goma ardbica, lactato,
amido, estearato de magnésio, talco, 6leos vegetais,
polialgquilenoglicdéis. Os produtos farmacéuticos podem estar na
forma sdlida, por exemplo, como comprimidos, comprimidos
revestidos, supositdérios, cdpsulas ou na forma liguida, por
exemplo, como solugdes, suspensdes ou emulsdes. Adicionalmente,
compreendem, quando apropriado, excipientes, tais como,
conservantes, estabilizadores, agentes humidificantes ou

emulsionantes; sais para alterar a pressao osmdética ou tampdes.

Do mesmo modo, a presente 1nvencao refere-se a estes

produtos farmacéuticos.

As solugbdes de aerossdis sao produzidas de um modo

conveniente para inalacgéo.

Particularmente adequadas para utilizacao oral sao
comprimidos, comprimidos revestidos ou cdpsulas com talco e/ou
veiculos de hidratos de carbono ou ligandos, tais como, por
exemplo, lactose, amido de milho ou amido de Dbatata. A
utilizacao ¢é também possivel na forma ligquida, tal como, por
exemplo, como fluido ao qual ¢é adicionado um adogantes guando

apropriado.

Sdo wutilizadas solucgdes oleosas ou aquosas 1injectaveis
estéreis para administracado parentérica. As solugdes para

injeccdao ou suspensdes sao particularmente adequadas, sao
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especialmente adequadas solucdes aquosas dos compostos activos

em 6leo de ricino polietoxilado.

Os supositérios, por exemplo, sao adequados e normais para

administrac¢do vaginal.

Os sistemas de transporte que também podem ser utilizados
sdo excipientes de superficie activa, tais como sais de &acidos
biliares ou fosfolipidos vegetais ou animais, mas também as suas

misturas e lipossomas ou seus constituintes.

Do mesmo modo, a presente invencdo refere-se a

administracdes entéricas, parentéricas, vaginais e orais.

Os compostos da invencdo sdo administrados a um doente com
tal necessidade numa quantidade eficaz. Por uma “quantidade
eficaz” pretende-se indicar uma quantidade ou dosagem necessaria
para tratar ou prevenir um disturbio particular, cuja gquantidade
ou dosagem pode ser determinada por métodos conhecidos na

técnica sem experimentacao indevida.

A dosagem dos 1ingredientes activos pode variar dependendo
da via de administracao, idade e peso do doente, natureza e
gravidade do disturbio a ser tratado e factores semelhantes. A
dose didria é de 0,5-1000 mg, de um modo preferido, 50-200 mg,
sendo possivel que dosagem a ser administrada, como um dose
individual, seja administrada uma vez ou dividida em 2 ou mais

doses didrias.

Do mesmo modo, a presente invencdo refere-se a medicamentos
para o tratamento dos disturbios indicados anteriormente, que

compreendem, pelo menos, um composto de acordo com a férmula
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geral I e medicamentos com veiculos e substéncias de formulacéo

adequadas.

Do mesmo modo, a presente invencdo refere-se a utilizacéo
dos compostos da férmula geral (I) para produzir um medicamento

para o tratamento e profilaxia de disturbios que incluem

distdarbios de fertilidade, doencas infecciosas, cancro,
infeccgdes virais, disturbios cardiovasculares, pressao
intraocular elevada, glaucoma, disturbios do sistema
esquelético, disturbios angiogénicos, anormalidades na

contraccado uterina, disturbios de dor e nefroldgicos.

Por disturbios de fertilidade pretende-se indicar
disturbios gque conduzem a que nao ocorra ovulagao, ao complexo
odcito ovulado/células cumulus nédo ser fertilizado, a que nao
ocorra nidacao de um  odcito fertilizado e nao ocorra
decidualizacédo, por doencas infecciosas pretende-se indicar
doengcas provocadas por parasitas unicelulares, por cancro
pretende-se indicar tumores sdélidos e leucemia, por infeccdes
virais pretende-se indicar infeccgdes por citomegalovirus,
hepatite, hepatite B e C e disturbios de VIH, por disturbios
cardiovasculares pretende-se indicar disturbio de isqgquemia
reperfusao, estenose, arteriosclerose e restenose, por
distuarbios angiogénicos pretende-se indicar, por exemplo,
endometriose, por pressao intraocular elevada pretende-se
indicar glaucoma, por anormalidades de contraccao uterina
pretende-se indicar, por exemplo, menstruacdo dolorosa, por
distuarbios do sistema esquelético pretende-se indicar
osteoporose e por disturbios nefroldgicos pretende-se indicar

glomerulonefrite.
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Os compostos, de acordo com a invencédo, da fdérmula geral I
ligam-se ao receptor EP, e tem uma acg¢ao agonistica. A ligacadao da
PGE, ao subtipo EP, do receptor PGE, humano induz a activacao de
adenilato ciclases associadas a membrana e conduz a formacado de

AMPc.

A Figura 1 mostra uma actividade muito elevada
(EC50 < 9,5x10e-10 M) no teste de agonismo celular sem qualqgquer

inibi¢do no teste de antagonismo (ICsy > 2x10e-5 M).

Do mesmo modo, a presente invencdo refere-se a utilizacao
de substéncias, de acordo com a 1invencdo, como agonistas do

receptor EP;.

Os compostos, de acordo com a invencédo, da fdérmula geral I
tém um efeito prdé-fertil. O odcito é rodeado no foliculo antral
pré-ovulatdério por células cumulos que formam um anel denso de
células que rodeia o odécito. Apds o pico da hormona luteinizante
(pico LH), é activada uma série de processos que conduzem a uma
grande alteracdo morfoldgica neste anel de células constituido
por células cumulus. Neste caso, as células do cumulus formam
uma matriz extracelular que conduz a denominada expansao do
cumulus (Vanderhyden et al., Dev Biol. Agos 1990;140(2):307-
317). Esta expansao do cumulus €é um componente importante do
processo ovulatério e da subsequente possibilidade de

fertilizacéao.

As prostaglandinas, e agqui a prostaglandina E;, cuja sintese
¢ induzida pelo pico de LH, sdo de importadncia crucial na
expansao do cumulus. Os murganhos com prostandide EP, silenciado
(Hizaki et al., Proc ©Natl Acad Sci USA. 31 Ago 1999;

96(18) :10501-6.) mostram uma expansao do cumulus marcadamente
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acentuada e subfertilidade grave, demonstrando a importdncia do

receptor prostandide EP, para este processo.

O agonista EP; conduz a uma grande expansao dependente da
concentragcao no complexo de cumulus. A expansao de cumulus
induzida pela substédncia de teste € equivalente em concentracdes
de 0,5 uyM e 1 pM na expansao do cumulus induzida pelo agonista
natural PGE, no receptor EP; numa concentrag¢ao de 1 puM (n = 16

complexos de cumulus-odcitos por grupo, ver Figura 1).

0O agonista EP, conduz a um aumento significativo dependente
da concentragadao em odcitos ovulados. Este aumento significativo
nos odécitos ovulados ocorre na administracdo de apenas 0,00015
mg/animal em cada caso e mostra que é possivel aumentar o numero
de od6citos ovulados mesmo com uma dose convencional de HCG
utilizada para ovulacgéao (n = 11-12 animais por  grupo;

**p < 0,005 e *p < 0,05), Figura 2).

Do mesmo modo, a presente invencdo refere-se a utilizacao
dos compostos de acordo com a 1invencdo para o tratamento de
disturbios de infertilidade, tais como ovulagdo ausente ou
deficiente, fertilizacdo deficiente do complexo odcito/células

de cumulus, implantacgdo deficiente e decidualizacdo deficiente.

As prostaglandinas desempenham uma parte importante na

angiogénese (Sales, Jabbour, 2003, Reproduction 126, 559 - 567).

A  endometriose ¢é um disturbio crénico provocado por
insuficiéncias nos vasos sanguineos. Cerca de 10% das mulheres
sofrem regularmente de hemorragia grave durante a menstruacgao,
provocada por alteragdes nos vasos sanguineos do endometrio.

Além disso, foram observadas diferencgcas estruturais nos vasos
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sanguineos, tais como, por exemplo, formacdo incompleta da
camada de células de musculo liso (Abberton et al., 1999, Hum.
Reprod. 14, 1072-1079). Uma vez que a perda de sangue durante a

menstruagao é parcialmente controlada pela constrigcdo dos vasos

6bvio que os defeitos nos musculos lisos tém uma

[ON

sanguineos,

contribuicdo substancial na hemorragia.

Do mesmo modo, as prostaglandinas e efeitos mediados pelo
receptor EP; desempenham uma parte na regulacao hormonal de
lesdes endometridéticas (Sun et al., 2003, Endocrinology 144,

3934-3942) .

Evidéncias crescentes sugerem dque a endometriose esta
associada com uma reposta inflamatdéria significativa que pode
ser mediada por macrdéfagos e linfécitos activados e niveis
aumentados de citocinas, quimocinas e factores de crescimento.
Foi <colocada a hipdtese que estes processos inflamatdrios
medeiam algumas das caracteristicas clinicas associadas com a
endometriose. O fluido peritoneal de mulheres com endometriose é
conhecido por conter mais células inflamatérias e suas
citocinas, dquimocinas e factores de <crescimento associados
(Murphy AA. Clinical aspects of endometriosis. Ann NY Acad Sci.
Marco 2002;955:1-10). O resultado é um ambiente gque promove a

implantacdo e proliferacao.

As prostaglandinas, e aqui prostaglandina E;, reduzem a
expressadao de citocinas inflamatdérias, tais como TNFa de
macréfagos activados. Os murganhos com prostandide EP, silenciado
(Shinomiya S et al., Regulation of TNFa and IL-10 production by
prostaglandins I2 and E2: studies with prostaglandin receptor-
deficient mice and prostaglandin E-receptor subtype-selective

synthetic agonists (Bioch Phar 2001; 61 1153) nao responderam a
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agonistas EP,;, demonstrando a importédncia do receptor prostandide

EP, para este processo.

A Tabela 1 mostra gque um agonista de EP, conduz a uma
inibi¢do nos niveis de citocinas determinado no sobrenadante de
cultura. 0 agonista EP, também provoca uma diminuicéao

significativa no TNFa«, como demonstrado na Figura 3.

A presente invencdo refere-se a utilizacgdo dos compostos da

férmula geral I para o tratamento de endometriose.

As prostaglandinas desempenham uma parte importante na
contraccgado uterina, e contracgdes excessivamente fortes sao
responsaveis por menstruacdo dolorosa (Sales, Jabbour, 2003,

Reproduction 126, 559 - 567).

A presente invengdo refere-se a utilizacgdo das substéncias

da férmula geral I para o tratamento de menstruacao dolorosa.

Adicionalmente, os agonistas do receptor EP; desempenham uma
parte significativa no controlo da pressdao intraocular. Foi
possivel demonstrar que os receptores EP,, em particular, estéao
presentes em concentracdes elevadas nos vasos da malha
trabecular (TM) do olho. As lagrimas deixam o olho via a TM e o
canal de Schlemm e os agonistas do receptor EP, influenciam as
dindmicas do fluido lacrimal ao estimular a fluxo de saida do
fluido lacrimal e, assim, conduzir a uma redugdo na pressao
intraocular (W. Kamphuis et al., Current Eye Res. 2004, 29,
17-26) . A  presente invencgao refere-se a utilizacao de
substédncias de acordo com a invencdao para o tratamento de
pressadao intraocular elevada, como associado inter alia com

glaucoma.
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As prostaglandinas também desempenham uma parte importante
nos processos que neutralizam a osteoporose. Assim, a presente
invencdo refere-se a utilizacdo de substéncias de acordo com a

invencdo para o tratamento de osteoporose.

As prostaglandinas também desempenham uma parte importante
nos processos que controlam a pressado sanguinea. Deste modo, a
presente invencdo refere-se a wutilizacdo de substéncias de
acordo com a invencado, para o tratamento de pressdo sanguinea

elevada.

As prostaglandinas também influenciam a producgédo de
Citocinas. A Esclerose Multipla (MS) é considerada como uma
doenca autoimunitdria sistémica mediada por 1linfécitos T, cujo
tecido alvo é o sistema nervoso central. Os perfis de libertacéo
de citocinas de linfdécitos T podem ser desviados para a linhagem
T de auxilio 1 ou T de auxilio 2 (Th-1 ou Th-2). As células Th-1
secretam citocinas, tais como interferdao gama (INF-y) e induzem
uma reposta imunitdria mediada por células, enquanto as células
Th-2 secretam IL-4, IL-5 e IL-10 e induzem uma resposta humoral
ou mediada por anticorpos (Mossman et al., 1989, Annual Rev
Immunol. 7: 145-173). A expressdo de INF-y estd associada com a
MS e utilizando uma determinacado multifactorial de incapacidade,
a expressao de IFN-y em resposta aos péptidos PLP e péptidos MBP
estd significativamente correlacionada com a incapacidade
(Hirsch et al., 1985, J. Clin Immunol Nov; 5(6):386-389;
Moldovan et al., 2003, J. Neuroimmunol. Ago; 141(1-2):132-140).
De grande importéncia, estudos clinicos mostram  qgue a
administracdao de IFN-y provoca exacerbacdes em doentes com MS

(Panitch et al., Lancet, Abr 18; (8538):893-895).
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A Tabela 2 mostra gque os agonistas EP, conduzem a uma
inibicdo da expressdao de INF-y de células T dadoras humanas
activadas no ensaio de células T activadas. A Tabela 3 mostra
uma regulacao negativa de citocinas associadas a Th-1 num ensaio
em células dendriticas derivadas de mondcitos de dadores
humanos, activados na presenca de um agonista EP,. Deste modo, ao
inibir directamente a expressdo de INF-y e ao desviar a
polarizacdo mediada por células dendriticas de células T CD4+
para longe da linhagem Th-1 que expressa o INF-y, prevé-se que O

agonista EP; reduza a expressao de INF-y em doentes com MS.

Do mesmo modo, a presente invencdo refere-se a utilizacéo
dos compostos de acordo com a invengdao para o tratamento de
doencas autoimunitarias, tal Ccomo doenca autoimunitéria
seleccionada do grupo consistindo de esclerose multipla,
esclerose multipla progressiva secunddaria, psoriase, artrite
reumatéide, doenca de Crohn e alopecia areata.

Quando a ©preparacao dos compostos de partida nao é
descrita, estes sdo conhecidos ou podem ser preparados por
analogia com compostos conhecidos ou com processos aquil
descritos. Do mesmo modo, ¢é possivel executar todas as reaccgdes
aqui descritas em reactores paralelos ou através de técnicas

operacionais combinatérias.

As misturas de isdmeros podem ser fraccionadas por métodos
convencionais, tais como, por exemplo, cristalizacao,
cromatografia ou formacao de sal nos enantidémeros ou

isémeros E/Z.

Os sais sao preparados, de um modo convencional, por adicéo

da quantidade equivalente ou um excesso de uma base ou é&cido,
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que estd em solucdo quando apropriado, a uma solucdo do composto
da férmula I e separacao do precipitado ou processamento da

solucgadao de um modo convencional.

Assim, a invencgado refere-se também a medicamentos baseados
nos compostos da fdérmula geral I e excipientes ou veiculos
convencionais.

Os seguintes exemplos pretendem explicar a invencado em

detalhe sem desse modo serem considerados uma limitacao.

Exemplos de preparacao

Exemplo 1

(57, 13E)-(9R, 11R)-9-Cloro-11-[(2H) -tetra-hidropiran-2-

iloxi]-17,17-tetrametileno-20-nor-5,13-prostadienocato de metilo

Sao adicionados, gota a gota, 0,68 mL de uma solugao de
butil-litio 1,6 M em hexano a uma solugcdao de 290 mg de
l-fenilsulfonil-4,4-(trimetileno)hexano em 2,4 mL de
tetra-hidrofurano a -78 °C sob azoto e uma mistura é agitada a
-78 °C durante 1,5 horas. Esta solucao ¢, depois, adicionada,
gota a gota, a -100 °C a uma solucgcdao de 315 mg de aldeido (do
Exemplo 1c) em 2,4 mL de tetra-hidrofurano. A mistura é depois
agitada a -100 °C durante 30 min e a -78 °C durante 1 h. Depois
sdo adicionados 0,16 mL de anidro acético a mistura reaccional e
a mistura € aquecida até a temperatura ambiente ao longo de 1 h.
A mistura reaccional ¢é misturada com solugao de cloreto de
amdénia, extraida 3x com acetato de etilo, as fases organicas

combinadas sdo lavadas 1x com A&gua e 1x com solucgdo saturada de
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cloreto de sd6édio, secas sobre sulfato de sdédio e concentradas
in vacuo. O intermedidrio €& dissolvido em 6 mL de metanol e sob
azoto sdo adicionadas 160 mg de pd de magnésio. A mistura &,
depois, agitada & temperatura ambiente durante 15 min. E depois
adicionada uma gota de clorotrimetilsilano a mistura reaccional
e a mistura é agitada a temperatura ambiente durante mais 3 h. A
mistura reaccional é adicionada a 5 mL de solucdo de cloreto de
aménio gelado e extraida 3x com acetato de etilo e as fases
orgadnicas combinadas sdo lavadas 1x com &gua e 1x com solucgdo
saturada de cloreto de sdédio, secas sob sulfato de sdédio e
concentradas in vacuo. A cromatografia em silica gel com

hexano/acetato de etilo (8:2) resulta em 140 mg do éster.

RMN de 'H (CDCls): & = 0,75 (3H), 1,4-2,4 (30H), 3,44 (1 H),
3,66 (3H), 3,8-4,15 (3H), 4,63 (1H), 5,15-5,65 (4H)

0 aldeido de partida € preparado como se segue.

la) (52)-(9R,11R, 13RS, 14RS,155)-9-Cloro-11,15-di-hidroxilo-
16,16-dimetil-13, l14-epoxi-5—-prostenoato de metilo

Sao adicionados, gota a gota, 4,7 mL de 1isopropdxido de
titédnio(IV) a uma solucdo de 6,52 g de (57Z,13E)-(9R,11R,15R)-9-
cloro-11,15-di-hidroxilo-16,16-dimetil-5, 13-prostadiencato de
metilo em 33 mL de cloreto de metileno a -20 °C sob azoto e a
mistura ¢é agitada a -20 °C durante 30 min. Sao depois
adicionados 6 mL de hidroperdxido de terc-butilo a mistura
reaccional. E subsequentemente adicionada uma solucdo de 10 g de
sulfato de ferro e 20 g de acido citrico em 100 mL de &gua e a
mistura ¢é extraida 3x com cloreto de metileno. As fases
orgédnicas combinadas sdo lavadas 1x com solugdo saturada de

cloreto de sdédio, secas sob sulfato de sdédio e concentradas 1in
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vacuo. A cromatografia em silica gel com cloreto de
metileno/acetato de etilo (0-40%) resulta em 3,55 g do epdxido

como um 6leo incolor.
RMN de ‘H (CDCl3): & = 0,75-1,05 (9H), 1,1-2,4 (18H), 2,9-

3,0 (2H), 3,2 (1H), 3,65 (3H), 4,0-4,15 (2H), 4,63 (1 H), 5,3-
5,55 (2H)
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1b) (52)-(9R, 11R)-9-Cloro-l1ll-hidroxilo-
14,15,16,17,18,19,20-heptanor-12-oxo-5-prostencato de metilo

5 g de acido periddico sao vigorosamente agitadas em 360 mL
de éter, sob azoto, durante 1 h. Sdo adicionados 125 mL desta
solucao a uma solucdo de 2 g do epdxido em 5 mL de éter e a
mistura é agitada, sob azoto, a temperatura ambiente. Apds 1 h,
sdo adicionados mais 125 mL da solucdo de 4acido periddico a
mistura reaccional e, apds 2 h, é adicionada a restante solucgao
de &dcido periddico. Apds filtracdo, o filtrado é lavado 1x com
solucdo saturada de bicarbonato de sdédio, 1x com &gua e 1x com
solucao saturada de cloreto de sédio, seco sobre sulfato de

sédio e concentrado in vacuo. Rendimento: 1,9 g do aldeido.
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1c) (52) - (9R, 11R)-9-Cloro-11-[(2H) -tetra-hidropiran-2-
iloxi]-14,15,16,17,18,19,20-heptanor-12-oxo-5-prostenoato de

metilo

Sdo dissolvidas 1,9 g do aldeido em 20 mL of cloreto de
metileno e misturadas com 1,6 mL de di-hidropirano e 8,8 mg de
pTsOH e agitadas durante 30 min. A mistura é depois diluida com
éter, lavada 1lx com solugado saturada de bicarbonato de sédio e
1x com solugdo saturada de cloreto de sédio, seca sob sulfato de
sédio e concentrada in vacuo. A cromatografia em silica gel duas
vezes [1° coluna: cloreto de metileno/acetato de etilo (2-10%),
2% coluna: hexano/acetato de etilo (0-20%)] resulta em 720 mg do

éter tetra-hidropiranilo.

RMN de 'H (CDCls): & = 1,35-2,7 (17H), 3,65 (3H), 3,4-4,1
(3H), 4,58 (2H), 5,3-5,55 (2H), 9,75 (1 H)
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Preparacao da sulfona
1d) Acido 2,2-(trimetileno)butanico

Uma solugdo de 61,6 mL de diisopropilamina em 180 mL de
tetra-hidrofurano ¢é adicionada, gota a gota, a 275 mL de
butil-1litio (1 M em hexano) a -10 °C sob azoto e a mistura ¢
agitada a -10 °C durante 30 min. A -20 °C, sao adicionados, gota
a gota, 19,1 mL de &cido <ciclobutanocarboxilico a mistura
reaccional e a mistura reaccional ¢é agitada durante 4 horas,
durante as qguais aquece até a temperatura ambiente. A suspenséio
é vertida em 300 mL de agua gelada, ajustada para pH 1 com &acido
cloridrico 2 N e extraida 4x com 300 mL de éter de cada vez, e
as fases orgadnicas combinadas sao lavadas 1x com solugao
saturada de cloreto de sdédio, secas sob sulfato de sdédio e

concentradas in vacuo. Rendimento: 30,1 g do &dcido carboxilico.

RMN de 'H (CDCls): & = 0,88 (3H), 1,75-1,95 (6H), 2,4 (2H)

LDA HOOC
Etl Z S
——

OOH

le) 2,2-Trimetilenobutan-1-al

Sdo adicionadas 62,2 g de carbonato de potédssio e 28 mL de
iodeto de metilo a uma solucao de 25,6 g de 1d em 300 mL de
acetona a temperatura ambiente sob azoto e a mistura é agitada
durante 12 horas. O precipitado € depois removido por filtracéo
com sucgdo e o filtrado ¢é concentrado in vacuo a temperatura

ambiente. O produto em bruto é dissolvido em 500 mL de éter e
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lavado 1x com Aagua e 1x com solucgdo saturada de cloreto de sdédio
e a fase orgdnica € seca sob sulfato de sdédio e concentrada
in vacuo. O residuo ¢é destilado in vacuo a 85 mbar e 110 °C

(ponto de ebulicao de 85-90 °C). Rendimento: 24,5 g do éter.

Sao dissolvidas 20 g do éter em 40 mL de éter, esta solucao
é adicionada, gota a gota, a uma suspensdo de 4,8 g de hidreto
de litio e aluminio em 390 mL de éter a 0 °C sob azoto e a
mistura ¢é agitada a 0 °C durante uma hora e a temperatura
ambiente durante 1 hora. O excesso de hidreto de 1litio e
aluminio é decomposto muito cuidadosamente, a 0 °C, com 11 mL de
dgua, 11 mL de solucdo de hidrdéxido de sdédio com 15% de forca e
novamente com 30 mL de &gua. A agitacdo durante 20 minutos é
seguida por filtracdo e depois lavagem exaustiva com éter e o
filtrado é seco sobre sulfato de sdédio e concentrado in vacuo.
Rendimento: 16,3 g do dlcool. E adicionado 48 mL de trietilamina
e 22,27 g do complexo SOs—piridina a uma solucdo de 8 g de &dlcool
em 450 mL de cloreto de metileno e 100 mL de dimetilsulfdéxido a
temperatura ambiente sob azoto. A mistura € agitada durante
1 hora, depois misturada com 300 mL de solugao saturada de
cloreto de aménio e novamente agitada durante 15 min. E depois
diluida com 1,5 L de éter, as fases sao separadas e a fase
orgédnica é lavada 2x com solugdo saturada de cloreto de sdédio,
seca sob sulfato de sdédio e concentrada in wvacuo. Rendimento:

9,5 g do aldeido.
1) CHy), K,CO,

mez:;‘\ 2) LialH, H
—————
3) 50:-Py

DMSO
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1f) 4,4-(Trimetileno)-2-hexenocarboxilato de etilo

Uma solucao de 18,3 mL de fosfonoacetato de trietilo em
20 mL. de tetra-hidrofurano ¢é adicionada, gota a gota, a uma
suspensdao de 3,39 g de hidreto de sédio em 60 mL de
tetra-hidrofurano a 0 °C sob azoto e a mistura ¢é agitada a
temperatura ambiente durante 30 min. O aldeido (preparado em le)
€ depois adicionado, gota a gota, a mistura reaccional a 0 °C e
a mistura é agitada & temperatura ambiente durante 3 horas. E
depois rapidamente arrefecida com solucgcdao saturada de cloreto de
aménio e extraida 3x com éter e as fases orgdnicas combinadas
sdo lavadas 1x com agua e 1x com solucdo saturada de cloreto de
sédio, secas sob sulfato de sdédio e concentradas in vacuo. A
cromatografia em silica gel com hexano/éter (0-10%) resulta em

9,81 g do éster.

RMN de 'H (CDCls): & = 0,71 (3H), 1,27 (3H), 1,65 (2H),
1,78-2,1 (eH), 4,18 (2H), 5,75 (1 H), 6,97 (1H),

EtOOC.
H (Em),ﬂ—cn,cooa . -
NaH

lg) 4,4-(Trimetileno)hexan-1-ol

Sdo lentamente adicionados, gota a gota, 78,5 mL de DIBAH a
uma solucao de 7,8 g do éster preparado como em 1f) em 65 mL de
cloreto de metileno a -70 °C sob azoto. Apds 30 min, séao
lentamente adicionados, gota a gota, 20 mL de isopropanol e,

depois, 36 mL de &gua a mistura reaccional. A mistura é agitada
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a temperatura ambiente durante 2 horas, o precipitado é removido
por filtragdo com sucgao e lavado exaustivamente com cloreto de
metileno e o filtrado é concentrado in vdcuo. A cromatografia em
gsilica gel com hexano/acetato de etilo (0-40%) resulta em 5,4 g

do dlcool alilico.

Sdo dissolvidas 5 g do alcool alilico em 200 mL de acetato
de etilo misturadas com 500 mg de Pd/C e esta é seguida por
filtracdo com succgao através de Celite e através de lavagem com
acetato de etilo. A concentracdao do filtrado in vacuo resulta em

4,5 g do &lcool primario.

RMN de 'H (CDCls): & = 0,8 (3H), 1,2-1,9 (12H), 3,6 (2H)

1) DIBAH

——————————
2) H,, Pd-C

lh) 1-Feniltio—-4,4-(trimetileno)hexano

Uma solucdo de 6,19 g de cloreto de p-toluenossulfonilo em
7,4 mL de tolueno € adicionada, gota a gota, a uma mistura de
4,4 g do alcool preparado como em 1 g), 25 mL de tolueno, 997 mg
de brometo de tetrabutilaménio e 46 mL de NaOH 2 N a 0 °C sob
azoto e a mistura é agitada durante 2 horas. As fases sao depois
separadas e a fase orgédnica ¢é lavada 3x com &agua e 1x com
solucdo saturada de cloreto de sdédio, seca sob sulfato de sédio
e concentrada in vacuo. A cromatografia em silica gel com

hexano/éter (0-20%) resulta em 4,6 g do tioéter.
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RMN de 'H (CDCls): & = 0,75 (3), 1,39 (2H), 1,45-1,88 (10H),
2,88 (2H), 7,15-7,53 (5H)

Bu,NBr, PhCh,

HO NaCH PhS
TsCl, PhSH
0°C

1i) 1-Fenilsulfonil-4,4-(trimetileno)hexano

Uma solucdo de 18 g de ozono em 70 mL de agua é adicionada,
gota a gota, a uma solucao de 4,6 g do produto preparado como em
1 h) em 70 mL de metanol a 0-10 °C sob azoto e a mistura é
agitada durante 2 horas. E depois diluida com 100 mL de &gua e
extraida 4x com acetato de etilo e as fases orgénicas combinadas
sdo lavadas 1x com agua, 2x com solucdo saturada de tiosulfato e
1x com solugao saturada de cloreto de sdédio, secas sob sulfato
de sdédio e concentradas in vacuo. A cromatografia em silica gel
com hexano/acetato de etilo (0-20%) resulta em 2,55 g da

sulfona.

RMN de 'H (CDCls): & = 0,7 (3H), 1,3-1,85 (12H), 3,08 (2H),
7,5=-7,7 (3H), 7,9 (2H)

2 KHSOs x KHSO,
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Exemplo 2

(52,13E)-(9R, 11R)-9-Cloro-11-hidroxilo-17,17-tetrametileno-

20-nor-5,13-prostadiencato de metilo

Sao adicionadas 2,5 mg de pTsOH a uma solugao de 140 mg do
produto preparado no Exemplo 1 em 1,5 mL de metanol a 0 °C sob
azoto e a mistura ¢é agitada durante 3 horas. A mistura
reaccional ¢é depois vertida em 3 mL de solugao saturada de
carbonato de sédioc e extraida 3x com acetato de etilo e as fases
orgdnicas combinadas sdo lavadas 1x com solugdo saturada de
cloreto de sdédio, secas sob sulfato de sdédio e concentradas 1in
vacuo. A cromatografia em silica gel com hexano/acetato de etilo

(0-50%) resulta em 105 mg do &lcool.

RMN de 'H (CDCls): & = 0,75 (3H), 1,38-2,4 (24H), 3,65 (3H),
3,9-4,13 (2H), 5,2-5,63 (4H)

Exemplo 3

Acido (5%,13E)-(9R,11R)-9-cloro-1l-hidroxi-17,17-

tetrametileno-20-nor-5, 13-prostadiendico

Sdo adicionados 0,2 mL de solucdo de hidréxido de sddio 2 N
a uma solucdo de 68 mg do alcool preparado no Exemplo 2 em 1 mL
de metanol sob azoto e a mistura é agitada durante 5 horas. E
depois diluida com 1 mL de 4&gua, ajustada para pH 3 com 4acido
cloridrico 2 N e extraida 3x com acetato de etilo e as fases
orgadnicas combinadas sao lavadas 1x com solugdo saturada de
cloreto de sdédio, secas sob sulfato de sdédio e concentradas in

vacuo.
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A cromatografia em silica gel com hexano/acetato de etilo

(50-80%) resulta em 50,3 mg do a&cido carboxilico.

RMN de 'H (CDCls): & = 0,75 (3H), 1,38-2,4 (24H), 3,9-4,1
(2H), 5,2-5,62 (4H)

Exemplos bioldgicos:

1. Deteccdo do antagonismo do sinal do receptor da

prostaglandina E; (subtipo EP;) humano

1.1. Principio da deteccgao

A ligagcao de PGE; ao subtipo EP, do receptor PGE; humano
induz a activacdo de adenilatos ciclases associadas a membrana e
conduz a formagdo de AMPc. Na presenga do inibidor da
fosfodiesterase 1IBMX, o AMPc que se acumulou devido a sua
estimulacado, e foi libertado pela lise celular, é empregue num
método de deteccao competitivo. Neste ensaio, o AMPc no lisado
compete com o AMPc-XL665 para a ligagdao de um anticorpo

anti-AMPc marcado com criptato de Eu.

Isto resulta, na auséncia de AMPc celular, num sinal maximo
que deriva da juncgdo deste anticorpo a molécula de AMPc-XL665.
Apds excitagdo a 337 nm, 1isto resulta num sinal de emissao de
longa duracgédo, baseado em FRET (transferéncia de energia de
ressondncia de fluorescéncia) a 665 nm (e a 620 nM). Os dois
sinais sdo determinados num instrumento de medicao adequado com
um intervalo de tempo, 1i. e., apds a fluorescéncia de fundo ter

diminuido. Qualquer aumento no sinal de FRET baixo provocado
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pela adicgao da prostaglandina E; (determinada como a alteragao na
razdo no pPogco = emissdogss nm/emissdoesy s * 10000) mostra o

efeito dos antagonistas.

1.2. Método de deteccao

1.2.1. Ensaio de antagonismo (dados para cada pog¢o de uma

placa de 384 pogos):

As solugdes da substéncia (0,75 pL) introduzida numa placa
de ensaio e DMSO a 30% sao dissolvidas em 16 uL de uma solugéo
de estimulacao KRSB+IBMX (1 X Tampao Bicarbonato de
Krebs—-Ringer; Sigma-Aldrich # K-4002; incluindo 3-isobutil-1-
metilxantina 750 uM Sigma-Aldrich # 1I-7018) e, depois, séao
transferidos 15 plL para uma placa de cultura celular livre de

meio que tinha sido lavada com KRSB imediatamente antes.

Apbs pré-incubagdo a temperatura ambiente (t.a.) durante 30
minutos, sado adicionados 5 pL de uma solugdo 4x de PGE; (11 nM) e
a incubacdo € efectuada na presenca do agonista a t.a. durante
mais 60 min (volume: ~20 uL) antes da reacgao ser, depois,
interrompida por adigdo de 5 plL de tampdao de lise e incubada a
t.a. durante mais 20 minutos (volume: ~25 pL). O lisado celular
é depois transferido para uma placa de determinacdo e medida de
acordo com as informacdes do fabricante (kit de AMP ciclico

Cisbio International # 62AMPPEC).
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1.2.2. Ensaio de agonismo (dados para cada poc¢o de uma

placa de 384 pocgos):

As solugdes da substancia (0,75 pL) introduzida numa placa
de ensaio e DMSO a 30% sado dissolvidas em 16 pL de uma solugéo
de estimulacdo KRSB+IBMX (1X Tampao Bicarbonato de Krebs-Ringer;
Sigma-Aldrich # K-4002; incluindo 3-isobutil-l-metilxantina
750 pM Sigma-Aldrich # I-7018) e, depois, séao transferidos 15 uL
para uma placa de cultura celular livre de meio que tinha sido

lavada com KRSB imediatamente antes.

Apds incubacdo a temperatura ambiente (t.a.; volume:
~15 pL) durante 60 minutos, a reacgao € depoils interrompida por
adicdao de 5 pL de tampdo de lise e incubada a t.a. durante mais
20 minutos (volume: ~20 puL). O 1lisado celular ¢é depois
transferido para uma placa de determinacao e medida de acordo
com as informag¢des do fabricante (kit de AMP ciclico Cisbio

International # 62AMPPEC) .
O composto de teste mostrou no ensaio de agonismo celular

uma actividade muito elevada (ECso < 9,5x10e-10 M) sem qualquer

inibicdo no ensaio de antagonismo (ICsy > 2x10e-5 M).

2. O subtipo EP, do receptor PGE, e a expansao do cumulus

pré-ovulatédria

2.1. Antecedentes:

No foliculo antral pré-ovulatdério, o odcito é rodeado por
células do cumulus que formam um anel denso de células a volta

do od6cito. Apds o pico de LH (hormona luteinizante), é activada
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uma série de processos e conduz a uma grande alteracéo
morfoldgica neste anel de células constituido por células de
cumulus. Neste caso, as células de cumulus formam uma matriz
extracelular que conduz a denominada expansdao de cumulus
(Vanderhyden et al., Dev Biol. Ago 1990;140(2):307-317). Esta
expansao do cumulus € um componente importante do processo

ovulatdério e da subsequente possibilidade de fertilizacao.

As prostaglandinas, e aqui a prostaglandina E;, cuja sintese
¢ induzida por um pico de LH, sdo de importéncia crucial na
expansao de cumulus. Os murganhos com prostandide EP, silenciado
(Hizaki et al., Proc Natl Acad Sci USA. Ago 1999
31;96(18):10501-6.) mostram um expansao de cumulus marcadamente
reduzida e subfertilidade grave, demonstrando a importédncia do

receptor EP; prostandéide neste processo.

2.2. Ensaio de expansao do cumulus in vitro

A foliculogénese € induzida em murganhos imaturos fémeas
(estirpe: CD1 (ICR) de Charles River) com uma idade de
20-24 dias por uma dose individual (intraperitoneal) de 7,5 I.U.
de PMSG (Gonadotrofina Sérica da Egua Prenha; Sigma G-4877, Lote
68H0909). 47-50 horas apds a injeccdo, os ovarios sdo removidos
e sao removidos os complexos cumulus-odécitos. Nesta fase, o

complexo de cumulus ainda ndo estd expandido.
Os complexos cumulus-odécitos sao depois incubados com

prostaglandina E2 (PGE;) (1 uM), veiculo de controlo (etanol) ou

substédncias de teste durante 20-24 horas.
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Meio: meio alfa-MEM com IBMX 0,1 mM, piruvatos (0,23 mM),
glutaminas (2 mM), pen/estrep 100 IU/mL de pen. e 100 pg/mL de
estrep.) e HSA (8 mg/mL)). A expansdo do cumulus € depois
estabelecida através da divisdo em quatro fases (de acordo com

Vanderhyden et al., Dev Biol. Ago 1990; 140(2):307-317).

A substédncia de teste conduz a uma grande expansao
dependente da concentracado no complexo de cumulus. A expansao de
cumulus induzida pela substédncia de teste ¢é equivalente, em
concentracgdes de 0,5 pM e 1 pM, a expansao do cumulus induzida
prelo agonista PGE, do receptor EP, natural numa concentracgao de
1 pyM (n = 16 complexos de cumulus-odécito por grupo; Vver

Figura 1).

2.3. Ensaio de ovulagado in vivo:

A foliculogénese € induzida em murganhos fémeas imaturas
(estirpe: B6D2F1 de Charles River) com uma idade de 16-20 dias
através de uma dose individual (intraperitoneal) de 10 I.U. de
PMSG (Gonadotrofina Sérica da Egua Prenha; Sigma G-4877, Lote
68H0909). 47-50 horas apds a estimulacao com PMSG, ¢é utilizada
uma dose de 10 IU de HCG (gonadotrofina coridnica humana) para
induzir a maturacgdo final do foliculo e ovulacao. A substancia
de teste é administrada 10 horas, 5 horas e 0 horas antes da
dose de HCG (s.c. em Dbenzoato de Dbenzilo/éleo de ricino
1+4 v/v). Catorze horas depois da dose de HCG, ¢é efectuada a
autdépsia e ¢€é determinado o numero de odé6citos ovulados nas

trompas de Faldpio.

0O agonista EP, conduz a um aumento significativo, dependente

da concentracao, nos obcitos ovulados. Este aumento
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significativo nos odécitos ovulados ocorre apds administracdo de
apenas 0,00015 mg/animal em cada caso e mostra que & possivel
aumentar o numero de o6citos ovulados mesmo com uma dose
convencional de HCG utilizada para a ovulagdo (n = 11-12 animais

por grupo; **p < 0,005 e *p < 0,05).

3. O subtipo EP, do receptor PGE;, receptor e o ensaio de

libertacao de citocina

3.1. Antecedentes

Evidéncias crescentes sugerem dque a endometriose esta
associada com uma resposta inflamatdéria significativa que pode
ser mediada por macrdéfagos e linfécitos activados e niveis
aumentados de citocinas, quimocinas e factores de crescimento.
Foi <colocada a hipdtese que estes processos inflamatdrios
medeiam algumas das caracteristicas «c¢linicas associadas com
endometriose. O fluido peritoneal de mulheres com endometriose é
conhecido por conter mais células inflamatérias e suas
citocinas, quimocinas e factores de crescimento associados.
(Murphy AA. Clinical aspects of endometriosis. Ann NY Acad Sci.
Marco 2002;955:1-10). O resultado é um ambiente gque promove a

implantacdo e proliferacao.

As prostaglandinas, e aqui a prostaglandina E;, reduzem a
expressadao de citocinas inflamatdérias, tais como TNFa de
macréfagos activados. Os murganhos com prostandide EP, silenciado
(Shinomiya S et al., Bioch Phar 2001; 61 1153) néao responderam a
agonistas EP;, demonstrando a importdncia do receptor EP;

prostandide neste processo.
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3.2. Ensaio de libertacdo de citocinas in vitro

As células dendriticas derivadas de mondécitos de dadores
humanos sdao cultivadas em RPMI-1640 contendo soro Dbovino
fetdlico a 10% durante seis dias na presenca de IL-4 10 ng/mL e
GM-CSF 200 ng/mL. As células sao activadas com varios estimulos
de activacdo: LPS 10 ng/mL (Sigma), ligando CD-40 recombinante
humano 5 pg/mL (R&D Systems) ou CpG-ADN Humano 5 uM (HyCult
Biotechnology) na presenca de prostaglandina E; (PGE;) (1 uM),
veiculo de controlo (DMSO) ou substéncia de teste (1 pM) durante
18 horas. Os niveis de TINFa no sobrenadante da cultura celular
para dadores 1individuais sdo determinados por kits ELISA
comerciais. As substdncias de testes conduzem a uma inibigdo nos
niveis de citocinas determinados no sobrenadante de cultura,

como apresentado na Tabela 1.

3.3. Ensaio de libertacadao de citocinas ex vivo

A substédncia de teste ou veiculo de controlo € administrado
intraperitonealmente aos grupos de tratamento de murganhos CD-1
pesando 30-35 gramas cada um (n=5). Vinte minutos depois os
murganhos sdo eutanaziados, 08 bagos removidos e os esplendcitos
sdo cultivados em RPMI + soro bovino fetdlico a 10%. As células
sdo activadas com PHA e ConA na auséncia de substédncia de teste
e cultivadas durante 18 horas. Os niveis de TNFa no sobrenadante
da cultura celular para dadores individuais sao determinados por
kits ELISA comerciais. O agonista EP, provoca uma diminuicgao

significativa no TNFa«, como demonstrado na Figura 3.
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4. Demonstracdao da inibicdo de libertacdao de citocinas de

linfécitos T Th-1

4.1. Principio

A activagcdo de um 1linfdécito T humano por uma célula
apresentadora de antigénio e antigénio através do receptor da
célula T ¢é mimetizada em condigdes experimentais através da
Lectina concanavalina A (ConA). E conhecido que a ConA se liga
ao receptor da célula T e estimula a célula a libertar varias
citocinas. Uma das citocinas libertada por Th-1 é o INF-y. As
actividades biogquimicas e bioldégicas de INF-vy foram

extensivamente revistas.

4.2. Método de deteccgao

O INF-y ¢é um dimero da proteina expressa com 143
aminodcidos. 0Os ensaios 1imunocenzimdticos (ELISA) baseados em
anticorpos especificos para o INF -y estéao disponiveis
comercialmente. Os padrdes e amostras sao pipetados para os
pocos de uma microplaca. E adicionado um anticorpo especifico
para o INF-y humano aos pocos. E adicionado um substrato aos
pocos e forma-se uma cor em proporgac com a quantidade de INF-vy

ligado. E determinada a intensidade da cor.

4.3. Processo

Sao 1solados 1linfécitos de sangue periférico de dadores
humanos utilizando um gradiente de densidade Ficoll e os

eritrécitos residuais removidos por lise selectiva. Os
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linfécitos sado cultivados a, aproximadamente, 10° células por mL
em RPMI1640 com mais soro bovino fetdlico a 10%. As culturas
celulares sédo activadas com 2 pg/mL de ConA como descrito acima.
A substéncia de teste é adicionada a varias diluicgdes durante a
activacao com ConA. As células sao incubadas durante,
aproximadamente, 18 h a 37 °C. O INF-y libertado durante a

activacgao é determinado por ELISA.

5. Demonstracadao da inibicado da libertacdo de citocinas de

células dendriticas derivadas de mondcitos humanos

5.1. Principio:

As células dendriticas (DC) sé&o as células apresentadoras
de antigénios mais potentes e desempenham uma funcdo central na
resposta imunitdria. Apds estimulacdo através de receptores do
tipo toll (TLR), as DC expressam e libertam citocinas e
quimocinas prdé-inflamatdrias e podem induzir a activacéao e
proliferacao de células T naive. A ligacado de um agonista EP, ao
receptor EP de DC inibe a libertacdo de Interleucina 12 (IL-12)
estimulada pelo ligando TLR4 (LPS). A ligagdao de um agonista EP;
ao receptor EP de DC nao inibe a libertacgdo de Interleucina 10
(IL-10) estimulada pelo ligando TLR4 (LPS). Deste modo, um
agonista EP, desvia a diferenciacdo de células T CD4 para longe

da linhagem Th.

5.2. Método de deteccgao

A IL-12 é um heterodimero de glicoproteina com 75 kDa
(p70), composta por duas subunidades nao relacionadas

geneticamente ligadas por uma ponte perssulfureto. Os ensaios
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imunoenzimdaticos (ELISA) baseados em anticorpos especificos para
a IL-12 p70 estdao disponiveis comercialmente. O0s padrdes e
amostras sdo pipetados para os pocos de uma microplaca. E
adicionado um anticorpo especifico para a IL-12 humana aos
pocos. E adicionado um substrato aos pocos e forma-se uma cor em
proporcdo com a quantidade de IL-12 ligada. E determinada a

intensidade da cor.

A IL-10 inicialmente designado factor inibidor da sintese
de citocinas (CSIF), foi identificada originalmente como um
produto de clones Th-2 gque suprimiu a producado de citocinas
pelos clones Th-1, respondendo ao estimulo pelo antigénio na
presenca de células apresentadoras de antigénio. A IL-10 & um
dimero constituido por duas subunidades idénticas com 160
aminodcidos. Os ensaios imunocenziméticos (ELISA) Dbaseados em
anticorpos especificos para a IL-10 estao disponiveis
comercialmente. Os padrdes e amostras sao pipetados para os
pocos de uma microplaca. E adicionado um anticorpo especifico
para a IL-10 humana aos pocos. E adicionado um substrato aos
pocos e forma-se uma cor em proporgao com a quantidade de IL-10

ligada. E determinada a intensidade da cor.

5.3. Processo

Sao 1soladas células dendriticas derivadas de monocitos
humanos de dadores humanos utilizando um gradiente de densidade
Ficoll e os eritrécitos residuais removidos por lise selectiva.
Sdo wutilizadas MicroBeads CDl14 para a separagao de células
humanas baseadas na expressao do antigénio CDl14. As células
dendriticas sao cultivadas a, aproximadamente, 1,5 x 10° células

por mL em RPMI1640 com soro bovino fetdlico, GM-CSEF (Leucina)
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200 ng/mL e IL-4 10 ng/mL. As células crescem durante um
periodo de 3 dias e, depois, o meio é substituido. E utilizado
LPS 10 ng/mL para activar as células. 1 upM de substéncia
(agonista EP,) e 1 uM de PGE, sao adicionados durante a
estimulacao com LPS: As células sao incubadas durante,
aproximadamente, 18 h a 37 °C. A libertacdo de IL-12 e IL-10

durante a activagao é determinada por ELISA.

Tabelas:

A Tabela 1 mostra o efeito de substéncias de teste na
libertagao de TNFoa de células monociticas activadas in vitro. A
substincia de teste é administrada numa concentracdo de 18 mM.
As células sdo activadas durante 18 horas. As substédncias de
teste mostram actividade inibidora muito elevada de um modo

sensivel a dose na libertacdo de citocinas Th-1 de linfécitos T.

A Tabela 2 demonstra o efeito da substadncia de teste na
inibicdo da 1libertacdo de citocinas Th-1 de 1linfdécitos T. A
substdncia de teste é adicionada, de um modo dependente da dose
(0-20 nM), a <células durante a sua activagao por ConhA, as

células sao incubadas durante 18 horas.

As Tabelas 3 a) e b) demonstram o efeito da substéncia de
teste na inibicdo de libertacdo de citocinas de células
dendriticas derivadas de mondécitos humanos. A substéncia de
teste ou PGE; é adicionada a uma concentracdo de 1 pM durante a
estimulacado de células com LPS. As células sao incubadas durante
18 horas. Os compostos de teste mostram elevada actividade
imunomoduladora no ensaio de libertacdo de citocinas de células

dendriticas (DC) derivadas de mdénocitos humanos e uma supressao
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da citocina IL-12 promotora de Th-1 (3a) engquanto resguardou, de

facto aumentou, a citocina IL-10 promotora de Th-2 (3b).

Figuras:

A Figura 1 mostra a expansadao de cumulus induzida pela
substadncia de teste em concentragdes de 0,5 pM e 1 uM. Esta
expansdo € equivalente a expansdo de cumulus induzida pelo
agonista natural PGE; do receptor EP; numa concentragcdo de 1 uM

(n = 16 complexos cumulus-oécito por grupo).

A Figura 2 mostra a ovulacdo induzida pela substéncia de
teste in vivo. A substancia de teste ¢é administrada em
concentragdes de 0,00015; 0,0015 e 0,015 mg/animal, 10, 5 e

0 horas antes de HCG.

A Figura 3 mostra o efeito da substéncia de teste na
activacdo de esplendécitos de murganho ex vivo. As células sao
activadas com PHA ou ConA. A substéncia de teste é administrada
intraperitonealmente em concentracgdes de 1 e 2 upg/animal, 20 min

antes do sacrificio.

Tabela 1: 1Inibicdo da Libertagdo de TNFa de células

monociticas activadas

Substéncia de Teste Dador 4 Dador 6

+ LPS (TNFo pg/mL) (TNFo pg/mL)
Veiculo 3566, 9 10750,1
PGE2 0,0 174,8
Substéncia de teste 643,6 753, 7
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Substéincia de Teste

+ ligando CD40

Dador 3
(TNFo pg/mL)

Dador 4
(TNFo pg/mL)

Dador 6
(TNFo pg/mL)

Veiculo 567,1 546, 3 541, 8
PGE2 147,9 87,0 54,2
Substédncia de teste 274,3 226, 8 142, 4
Substéincia de Teste |Dador 1 Dador 3 Dador 6

+ CpG (TNFo pg/mL) (TNFo pg/mL) | (TNFo pg/mL)
Veiculo 2155,9 1340, 7 467, 8
PGE2 104,5 70,0 106, 2
Substéncia de teste 291, 3 599, 4 115,09

Tabela 2:

forem linfdécitos T

Inibicdo da libertacdao de citocinas do tipo Th-1

% de inibicdo abaixo do controlo, estimulado
com ConA, nao tratado (* desvio padrao)

Substdncia de |Dador 1 Dador 2

teste [nM]

0 0 =+ 6 0 + 13

0,5 5+ 5 7+ 22

1,12 8 + 4 28 £ 27

2,5 33 + 13 36 £+ 14

5 52 £+ 11 56 £ 7

10 70 + 8 74 + 3

20 84 + 1 8l + 6
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Tabela 3 a: Inibicdo da libertacadao de citocinas em células
dendriticas derivadas de mondécitos humanos, determinacao de

IL-12 (pg/mL)

% de inibicdo abaixo do controlo, estimulado com
LPS, nao tratado

Dador Substéncia de teste [1 uM] PGE, [1 uM]

1 64 78

2 7 44

3 38 84

4 29 29

Tabela 3 b: Inibicdo da libertacado de citocinas em células
dendriticas derivadas de mondécitos humanos, determinacao de

IL-10 (pg/mL)

% de inibicado abaixo do controlo, estimulado com

LPS, nao tratado

Dador Substéncia de teste [1 uM] PGE, [1uM]
1 144 103
2 168 134
3 153 107

Lisboa, 15 de Maio de 2008
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1.

REIVINDICACOES

Composto da férmula geral I

onde

o {11}
E-S

é um grupo CH,0H, -COOR?, -CONHR? ou —CONHR?,

[ON

um hidrogénio,

um radical alguiloC;-Ci9p que ¢é linear ou ramificado,
opcionalmente, mono—- a polinsaturado e é opcionalmente
mono—- a polissubstituido com halogéneo, alcoxiloC;-C.,
ariloCs—Cip substituido ou aroiloC;-Cip opcionalmente
substituidos, di-alquilC;-Cs—amino ou tri-alquilC;-Cs-

amino substituido

um cicloalquiloCs;-Cip que ¢é opcionalmente substituido
com alquiloC;-C4, um ariloCs;-Cip gque € opcionalmente
substituido com fenilo, l-naftilo, 2-naftilo que, por
sua vez, pode ser substituido na posicdo 3 e na
posicéao 4 com fluor, cloro, alcoxilo ou
trifluorometilo ou na posicao 4 com hidroxilo,

halogéneo, fenilo, um ou mais grupos alquiloC,;-C4,

1



clorometilo, fluorometilo, trifluorometilo, carboxilo,

hidroxilo ou alcoxiloC,;-C,4,

ou um heterocicloalquiloCsz-Cy,

R® é um acido C;-Cis—carboxilico ou acido C,;-Ci;s—sulfdnico,
A é um grupo cis-CH=CH- ou -CH;-CH;,-,

B é um grupo trans-CH=CH- ou -CH,;-CH,-,

W é um algquilenoC,-Cg,

R* é um grupo hidroxilo, um radical 0-R® ou 0-R’, onde R®

-

¢ um radical tetra-hidropiranilo, tetra-hidrofuranilo,
trimetilsililo, terc-butildimetilsililo,
terc-butildifenilsililo ou tribenzilsililo e R’ é um

acido C1-Cis—carboxilico,

R’ é um hidrogénio, um grupo alquiloC,—Ciq ou

alceniloC;—-Cqo,

n ¢ o numero 1-4,

e 0s seus sals e seus clatratos de ciclodextrina com bases

fisiologicamente tolerdveis,

Composto de acordo com a Reivindicacgao 1,

onde

R é um grupo CH,OH, —-COOR?, -CONHR? ou —CONHR?,
2



¢ um hidrogénio, ou

um radical algquiloC,-Ciy que € linear ou ramificado,
opcionalmente, mono- a polinsaturado e é opcionalmente
monossubstituido com fluor, cloro ou Dbromo, com
alcoxiloC;-C4, ariloC;-Cip substituido ou opcionalmente
substituido aroiloCs;-Cip, di-alquilC;-Cs—amino ou tri-

alquilC;-Cs—amino,

um cicloalquiloCs-C¢ que ¢é opcionalmente substituido

com alquiloCi-Cy,

um radical ariloC;-Cio que ¢é opcionalmente substituido
com fenilo que pode ser substituido na posicao 3 ou 4
com fluor, cloro, alcoxilo ou trifluorometilo ou na

posicdo 4 por hidroxilo,

um heterocicloalquiloCs—C¢ que pode ser interrompido

uma ou mais vezes com azoto, oxigénio ou enxofre,

é um acido C;-Cip—-carboxilico ou acido C;-C;,—-sulfdnico,

é um grupo cis—-CH=CH- ou -CH,-CH,-,

¢ um grupo trans—-CH=CH- ou -CH,-CH,—,

¢ um algquilenoC,-Cg,

¢ um grupo hidroxilo,



R’ é um hidrogénio, um grupo alquiloC;—Cg ou

alceniloC.—-Cqq,

n € o numero 1-4.

Compostos de acordo com a Reivindicagdao 1 ou 2, onde

R é um grupo -CH,OH, —-COOR? -CONHR’? ou —CONHR?,

R ¢ um hidrogénio ou um algquiloC;-C, que é opcionalmente

substituido com fenilo,

um cicloalquiloCs—Ce,

um ariloCs;-C¢ que ¢é opcionalmente substituido com

fenilo,
R’ & um a&cido Ci-Cg—carboxilico ou é&cido C;-Cg¢—sulfdnico,
A é um grupo cis-CH=CH- ou -CH,-CH,-,
B é um grupo trans-CH=CH- ou -CH,-CH,-,
W ¢ um algquilenoC,,
R* é¢ um grupo hidroxilo,
R® ¢ um hidrogénio, um grupo alquiloC;-C; ou alceniloC,-Cjs

saturado e

n é o numero 1-4.



10.

11.

12.

Medicamentos que compreendem, pelo menos, um dos compostos

da férmula I de acordo com as Reivindicacgdes 1-3.

Medicamentos de acordo com a Reivindicacéao 4,
caracterizados por o derivado de prostaglandina da férmula

geral I estar presente numa quantidade eficaz.

Compostos de acordo com a Reivindicagdao 1-3 e medicamentos
de acordo com as Reivindicagdes 4 e 5 com veiculos e

substédncias de formulacdo adequadas.

Derivado de prostaglandina da férmula geral I, de acordo
com as Reivindicagdes 1-3, para utilizacdo como um

medicamento.

Medicamentos de acordo com a Reivindicagédo 7, para promover

a fertilidade.

Medicamentos de acordo com a Reivindicacao 7, ©para

fertilizacado in vitro.

Medicamentos de acordo com a Reivindicacgédo 7, para promover

a ovulacao.

Medicamentos de acordo com a Reivindicagdo 7, para eliminar

a expansao de cumulus insuficiente e as suas sequelas.

Medicamentos de acordo com a Reivindicacao 7, para tratar

disturbios.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Medicamentos de acordo com a Reivindicacgéo 12,
caracterizados por o disturbio compreender disturbios de

fertilidade.

Medicamentos de acordo com a Reivindicacgéo 12,
caracterizados por o disturbio compreender menstruacao

dolorosa.

Medicamentos de acordo com a Reivindicacgéo 12,

caracterizados por o disturbio compreender endometriose.

Medicamentos de acordo com a Reivindicacgéao 12,
caracterizados por o disturbio compreender pressao

intraocular elevada.

Medicamentos de acordo com a Reivindicacgéao 12,

caracterizados por o disturbio compreender osteoporose.

Medicamentos de acordo com a Reivindicacgéo 12,
caracterizados por o disturbio compreender pressao

sanguinea elevada.

Medicamentos de acordo com a Reivindicacgéo 12,
caracterizados por o) disturbio compreender doencas
autoimunitarias.

Medicamentos de acordo com a reivindicagdao 19, em que a
referida doenca autoimunitdria € seleccionada do grupo
consistindo de esclerose multipla, esclerose multipla
secundaria progressiva, psoriase, artrite reumatdide,

doenca de Crohn e alopecia areata.



21.

22.

23.

Medicamentos de acordo com a reivindicagdao 19, em que a

referida doenca autoimunitdria €& esclerose maltipla.

Derivado de prostaglandina da férmula geral I, de acordo
com as Reivindicacdes 1-3, na forma de um produto
farmacéutico para administracdo entérica, parentérica,

vaginal e oral.

Processo para a preparacao dos compostos de acordo com as
Reivindicagdes 1-3, caracterizado por um aldeido da fdérmula

geral IT

Ci
ot A /\/\
R \ R 1

: CHO 1

no qual R! tem o significado dos radicais -COOR?, -CONHR® e

A e R* tém os significados indicados acima,

onde o grupo OH livre em R* é protegido,

é feito reagir com o carbanido da sulfona da férmula geral

ITT

SO5~CHz=W III
(CH,)p



acetilacdao da hidroxissulfona resultante ¢é seguida por
eliminacdo redutora, para proporcionar a olefina e, gquando
apropriado, uma subsequente desproteccao dos grupos
hidroxilo que sao protegidos por qualquer sequéncia e,
quando apropriado, esterificacao, eterificacao e/ou

hidrogenacdao de 1ligagdes duplas e/ou esterificacao de um

grupo carboxilo esterificado (R' = COOR?) e/ou de um grupo
carboxilo livre (COOR? com R’ = H) e/ou conversdo de um
grupo carboxilo livre (COOR? com R’ = H) numa amida

(R’ = CONR?) e/ou reducdo de um grupo carboxilo esterificado

(R' = CONHR?).

Lisboa, 15 de Maio de 2008
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Figura 1
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Figura 3
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