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Relatdorio Descritivo da Patente de Invencédo para: “DERIVADOS
DE DESMETILANETOLA TRITIONA PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS
RELACIONADAS COM A PRODUCAO MITOCONDRIAL DE ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO (ERO) 7

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencdo se refere a desmetilanetola
tritiona (AOX) e seus derivados, especialmente derivados da
férmula (I) conforme divulgado nas reivindicacdes, para a
prevencdo e tratamento de doencas cuja iniciacdo e/ou
evolucédo se relaciona com a producdo e os efeitos de espécies
reativas de oxigénio (ERO) de origem mitocondrial.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] A mitocdbndria estd no centro da agora amplamente
reconhecida “teoria dos radicais livres do envelhecimento”
e, portanto, envolvida na patogénese de quase todas as
doencas associadas ao envelhecimento, incluindo doencas
cardiovasculares, doencas neurodegenerativas (doenca de
Parkinson, doenca de Alzheimer e afins), céncer e diabetes,
bem como disfuncdes teciduais de origem isquémica. Essa
teoria afirma que o acumulo de danos causados por espécies
reativas de oxigénio (ERQO) afeta inumeras funcdes celulares,
em particular funcdes mitocondriais, essenciais para o
suprimento de energia e o 6timo funcionamento celular. As

mitocdbndrias aparecem assim como os principais alvos da ERO,
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uma vez que o funcionamento celular ideal é crucial para
fornecer a energia para uma célula se reparar.

[003] Curiosamente, as mitocdndrias sdo a principal
fonte de espécies reativas de oxigénio (ERO) e, portanto,
sao particularmente afetadas por danos oxidativos.
Consequentemente, a autoproducdo mitocondrial de ERO causa
dano oxidativo que contribui para a disfuncdo mitocondrial
e a morte celular.

[004] Véarios antioxidantes foram testados em relacdo aos
papéis fisioldbgicos e patoldgicos das ERO. A pesquisa de
antioxidantes forneceu 1inumeras moléculas naturais e
projetadas que modulam as ERO com seletividade variada contra
as diferentes origens das ERO, sendo fisioldbgicas
(sinalizacdo celular) ou patoldgicas. No entanto, embora as
FRO tenham sido relacionadas a inumeras doencas e 0s
antioxidantes tenham mostrado promessas em muitos
experimentos pré-clinicos, quase todos os ensalos clinicos
de terapéuticas baseadas em antioxidantes mostraram eficécia
limitada (Orr et al., 2013. Free Radic. Biol. Med. 65: 1047-
59).

[005] Além disso, varios estudos recentes também
demonstraram que a reducdo excessiva de ERO nas células é
prejudicial e parece gue é necessario um equilibrio adequado
da producdo de ERO para o funcionamento celular (Goodman et

al., 2004. J. Natl. Cancer Inst. 96 (23): 1743-50; Bjelakovic
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et al., 2007. JAMA. 297 (8): 842-57). Como consequéncia, héa
um interesse crescente na inibicdo seletiva da producdo de
FRO pelas mitocdndrias que ndo afetaria a sinalizacédo celular
pela producdo de ERO citosdlica.

[006] Como o dano oxidativo mitocondrial contribui para
uma ampla gama de doencas humanas, foram desenvolvidos
antioxidantes projetados para serem acumulados por
mitocéndrias in vivo. O mais extensivamente estudado desses
antioxidantes direcionados as mitocdndrias é& o MitoQ, que
contém uma pPorgao de quinona antioxidante ligada
covalentemente a um céation lipofilico de trifenilfosfénio.
O MitoQ foi agora utilizado em varios estudos in vivo em
ratos e camundongos e em doils ensaios em fase II em humanos.
As condicgdes de alta producdo de ERO agora sd&o mais bem
caracterizadas. Parece que as ERO podem ser produzidas em
varios sitios da cadeia respiratdédria nas mitocdndrias
(Quinlan et al., 2013. Redox Biol. 1: 304-12). A producéo
maxima de superdxido/Hz0, ocorre sob condicdes de alta
reducdo de carreadores de elétrons, principalmente quinonas,
e altos valores de potencial da membrana mitocondrial.
Paradoxalmente, essas condicdes sdo satisfeitas gquando a
fosforilacdo oxidativa mitocondrial é baixa (baixa contracéo
muscular) ou sob condicdes de baixo oxigénio (hipdxia).

[007] 0 Requerente demonstra agui que AOX

(desmetilanetola tritiona) ndo atua como uma molécula
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antioxidante inespecifica cléssica, mas mais
interessantemente como um inibidor seletivo direto da
producdo de radicais de oxigénio (ERQO) predominantemente no
sitio Ip do complexo I da cadeia respiratédria mitocondrial,
0 principal sitio mitocondrial de producdo de ERO e o
principal responséavel por disfuncgdes mitocondriais.

[008] Portanto, a presente invencdo se refere a AOX e
seus derivados de bioisdésteros para tratar e/ou prevenir
doencas relacionadas aos radicais livres de oxigénio.

SUMARIO
[009] A presente invencdo se refere a um composto de

foérmula (I)

RZ R' X
\ yX
R "\s’s
R* RS (1)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que X, Y, R!, R?, R3 R* R®> e R® sio
como definidos abaixo;
para uso como inibidor da producido de espécies reativas
de oxigénio (ERO) no tratamento e/ou prevencdo de doencas
relacionadas aos radicais livres de oxigénio.
[010] Em uma modalidade, o composto para uso da invencéao
é selecionado a partir de 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-
3-tiona; 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-ona; Oxima de 5-

(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-ona; 5-(4-hidroxifenil) -
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3H-1,2,4-ditiazole-3-tiona; 4-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-
ditiol-3-tiona; 5-(2-hidroxibenzo[d]oxazol-5-1i1)-3H-1, 2-
ditiol-3-tiona; 5-(2-hidroxibenzo[d]ltiazol-6-il1l)-3H-1,2-

ditiol-3-tiona; 5-(benzofuran-5-il)-3H-1,2-ditiol-3-tiona;
e 5-(3-tioxo-3H-1,2-ditiol-5-il)-1H-indol-1l-carboxilato de
metila.

[011] Em uma modalidade, o composto para uso da invencéao
é 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-tiona (AOX).

[012] Em uma modalidade, o composto para uso da invencéao

é um composto de férmula (II) ou (III)

RE B R' X RE. A R' X
Tl (A
II\s’s ks’S
R* R® (I1) R* R® (II1)

ou um tautdédmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitivel do mesmo, em que X, Y, R!, R* R® R% A e B sio
como definidos abaixo.

[013] Em uma modalidade, o composto da invencdo inibe a
producdo mitocondrial de ERO. Em uma modalidade, o composto
da invencdo inibe a producdo mitocondrial de ERO no sitio Ig
do complexo I de mitocdndrias.

[014] Em uma modalidade, as doencas relacionadas aos
radicais livres de oxigénio s&o selecionadas do grupo due
compreende doencas cardiovasculares, doencas do
envelhecimento, doencas autoimunes, sindromes progerdides,

sindromes parkinsonianas, doencas neuroldgicas, lesdes
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isquémicas e de reperfusdo, doencas infecciosas, doencas
musculares, pulmdo, rim e doencas hepéticas.

[015] Em uma modalidade, as doencas cardiovasculares sé&o
selecionadas do grupo gue compreende infarto do miocéardio,
toxicidade cardiaca (incluindo toxicidade cardiaca de
antraciclinas, toxicidade cardiaca de farmacos anticéancer,
toxicidade cardiaca de quinolonas e toxicidade cardiaca de
farmacos antivirais, preferencialmente toxicidade cardiaca
de antraciclinas), hipertenséo arterial pulmonar,
insuficiéncia cardiaca, doencas cardiopulmonares, 1isquemia,
ataque cardiaco, acidente wvascular cerebral, trombose e
embolia.

[016] Em uma modalidade, o composto da invencdo é para
prevenir metéstases.

[017] A presente invencdo também se refere a um composto

de férmula (I'")

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente

aceitivel do mesmo, em que X, Y, R!, R?', R3', R*, R® e R® sdo
como definidos abaixo.

[018] Em uma modalidade, o composto da invencdo é de

férmula (IIa), (ITb), (IITa) ou (IIIb) como definido abaixo,
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ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente aceitavel
do mesmo.

[019] Em uma modalidade, o composto da invencdo ¢é de
férmula (IIa-1), (IIa-2), (IIIa-1) ou (IIIa-2) como definido
abaixo, ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitavel do mesmo.

[020] Em uma modalidade, o composto da invencdo ¢é de
férmula (IIa-la), (IIa-1b), (IIa-1lc), (IIa-1d), (IIa-le),
(ITa-2a), (IIa -2b), (IIa-2c), (ITa-2d), (IIa-2e), (IIIa-
la), (IITa-1b), (IIIa-1lc), (IIIa-1d), (IITIa-le), (IIIa-2a),
(IITa-2b), (IITa-2c), (IITa-2d) ou (IIIa-2e), conforme
definido abaixo, ou um tautdmero, sal ou solvato
farmaceuticamente aceitéavel do mesmo.

[021] Em uma modalidade, o composto da invencdo ¢é da
formula (ITb-1), (IIb-2), (I1b-3), (IIb-4), (IIb-5), (IIIb-
1), (IIIb -2), (IIIb-3), (I1Tb-4) ou (IIIb-5) como definido
abaixo, ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitavel do mesmo.

[022] A presente invencdo também se refere a uma
composicao farmacéutica compreendendo o) composto da
invencdo, ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitavel do mesmo, e pelo menos um excipiente
farmaceuticamente aceitével.

[023] A presente 1invencdo também se refere a um

medicamento compreendendo o composto da 1nvencdo ou um
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tautédmero, sal ou solvato farmaceuticamente aceitédvel do
mesmo.

[024] A presente invencdo também se refere a um processo
para fabricar um composto de Fébrmula (IIa-1), conforme
definido abaixo, ou um tautdmero, sal ou solvato
farmaceuticamente aceitédvel do mesmo, caracterizado por
compreender:

a) ciclizar um composto de férmula (C)

R'" 0 O

B
RS °
A R5
R* (C)
em que A, B, R}, R*, R® ¢ R® sd3o como definidos abaixo;
com um reagente a base de enxofre, na presenca de um

siloxano;

para obter um composto de férmula (IIa-1')

(ITa-1")

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitivel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® sdo como
definidos abaixo;

e opcionalmente:
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bl) o composto de férmula (ITa-1'") pode reagir com um
oxidante; de preferéncia o oxidante é o acetato de mercurio

Hg (OAc)2; para obter um composto de férmula (IIa-17")

B

RO

A

R* (ITa-1'")

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente

aceitivel do mesmo, em que A, B, R}, R* RS e R® sdo como
definidos abaixo;

b2) o composto de férmula (IIa-1’) pode reagir com a

hidroxilamina NH:OH-HCl; na presenca de uma base; de

preferéncia, a base é& acetato de sédio (AcONa); para obter

um composto de férmula (ITa-17'")

B
RS
A
R* (ITa-17"")
ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitivel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® sdo como
definidos abaixo.

DEFINICOES

[025] Na presente invencdo, o0s seguintes termos tém os

seguintes significados:
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[026] O termo "cerca de", precedendo uma figura,
significa mais ou menos 10% do valor da referida figura.

[027] O termo "alcoxi", como aqui utilizado por si sé ou
como parte de outro substituinte, se refere a um grupo -0-
algquil em que alquil & como aquil definido.

[028] O termo "alquil", conforme usados aqui por si soé
ou como parte de outro substituinte, se refere a um radical
hidrocarbil de férmula CpHzni1, em gue n é um numero maior ou
igual a 1. Geralmente, o0s grupos algquil desta invencéo
compreendem de 1 a 8 4tomos de carbono, preferencialmente de
1 a 6 &tomos de carbono, mails preferencialmente de 1 a 4
dtomos de carbono, mais preferencialmente de 1 a 3 &tomos de
carbono. 0Os grupos alquil podem ser lineares ou ramificados.
Grupos alquil adequados incluem metil, etil, propil, butil,
pentil, hexil, heptil e octil.

[029] O termo "alquilamino", como aqui utilizado por si
sb6 ou como parte de outro substituinte, se refere a um grupo
-NH-alquil em que alquil & como aqui definido.

[030] O termo "algquiloxicarbonil", como aqui utilizado
por si sb& ou como parte de outro substituinte, se refere a
um grupo —C(=0)-0-algquil, em que alquil é como aqui definido.
Um grupo alguiloxicarbonil preferido é metiloxicarbonil.

[031] O termo "alquilsulfonil”™, conforme usados agqui por
si sb& ou como parte de outro substituinte, se refere a um

grupo -S02-alquil em que alquil & como agqui definido.
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[032] O termo "amino", conforme usados aqui, se refere
a um grupo -—-NH:.

[033] O termo "aminoalquil", como aqui utilizado por si
sb6 ou como parte de outro substituinte, se refere a um grupo
—alquil-NH2 em que alquil & como aqui definido.

[034] O termo "aminossulfonil”™, conforme usados agqui por
si sb& ou como parte de outro substituinte, se refere a um
grupo —-502—-NH:.

[035] O termo "aril", conforme usados agqui por si sb ou
como parte de outro substituinte, se refere a um grupo
hidrocarbil aromético poliinsaturado com um uUnico anel (ou
seja, fenil) ou varios anéis aromaticos fundidos (por
exemplo, naftil), tipicamente contendo 5 a 12 A&tomos;
preferencialmente 6 a 10. Exemplos ndoc limitativos de aril
compreendem fenil, naftalenil.

[036] O termo "bioisdsteros", conforme usado neste
documento, se refere a compostos ou grupos que possuem formas
e volumes moleculares quase iguais, aproximadamente a mesma
distribuicido de elétrons, e que exibem propriedades fisicas
e atividades bioldgicas semelhantes.

[037] O termo "carboxi", conforme usados agqui, se refere
a um grupo -COOCH.

[038] O termo "carboxialquil", como agqui utilizado por
si sb& ou como parte de outro substituinte, se refere a um

grupo -alquil-COOH em que alquil é como aqui definido.
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[039] O termo "halo" ou "halogénio" significa fluor,
cloro, bromo ou iodo.

[040] O termo "haloalquil" em si ou como parte de outro
substituinte, se refere a um radical alquil como aqgqui
definido, em gue um ou mais hidrogénios sdo substituidos por

um halogénio como aquil definido. Exemplos ndo limitativos de

haloalguil incluemn fluorometil, difluorometil e
trifluorometil.
[041] O termo "heteroaril”™, como aqui utilizado por si

sb6 ou como parte de outro substituinte, se refere a um grupo
aril como aqui definido, em gque pelo menos um atomo de
carbono é substituido por um heterocdtomo. Por outras
palavras, se refere a 5 a 12 anéis simples aromaticos de
dtomos de carbono ou sistemas de anéis contendo 2 anéis que
sdo fundidos, tipicamente contendo 5 a 6 Atomos; em gue um
ou mais &atomos de carbono sdo substituidos por atomos de
oxigénio, nitrogénio e/ou enxofre, onde os heteroidtomos de
nitrogénio e enxofre podem opcionalmente ser oxidados e os
heteroatomos de nitrogénio podem opcionalmente ser
quaternizados. Exemplos nao limitativos desse heterocaril
incluem: oxazolil, tiazolil, imidazolil, furanil e pirrolil.

[042] Os termos "ICse" ou "meia concentracdo inibidora
maxima" representam a concentracdo de um inibidor necesséario
para 50% de inibicdo in vitro. E comparavel a uma “ECso” ou

“meia concentragdao efetiva maxima” para medicamentos
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agonistas. "ECso" também representa a concentracio plasmatica
necessaria para obter 50% de um efeito maximo in vivo.

[043] O termo "nitrooxialquil”™, conforme usados agqui por
si sb& ou como parte de outro substituinte, se refere a um
grupo alquil-ONO; em que alquil é como aqui definido.

[044] A expressao "excipiente farmaceuticamente
aceitavel" se refere a um excipiente gque ndo produz uma
reacdo adversa, alérgica ou outra reacdo indesejavel guando
administrada a um animal, preferencialmente um ser humano.
Inclui todos e quaisquer solventes, meios de dispersao,
revestimentos, agentes antibacterianos e antifungicos,
agentes isotdnicos e retardadores de absorcdo e similares.
Para administracdo humana, as preparacdes devem atender aos
padrdes de esterilidade, pirogenicidade, seguranca geral e
pureza, conforme exigido pelos escritdrios regulatdrios,
como, por exemplo, FDA Office ou EMA.

[045] O termo "ERO", como usados aqui, se refere a
espécies reativas de oxigénio. ERO sd&o espécies quimicas

quimicamente reativas dgque contém oxigénio. O0Os exemplos

incluem, entre outros, perdxidos ([0-0]?" e R-0-0-R, como
H,02), superdxido (0z2-:7), radical hidroxila (-OH) e oxigénio
singleto ('02). Nas células, as ERO sdo produzidas como um

subproduto do metabolismo do oxigénio; no entanto, o estresse
ambiental pode levar a um aumento da producdo de ERO pelas

células, denominada "estresse oxidativo", levando a danos
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significativos nas estruturas celulares. Varios sitios
distintos de producdo de ERO foram identificados até o
momento, entre os quais mitocdndrias (e em particular os
sitios Ig, Ir, IIIgs, SDH e mGPDH da cadeia respiratéria
mitocondrial), microssomas (por exemplo, citocromo P450 e
diamina oxidase), peroxissomos e algumas enzimas na membrana
plasmatica (por exemplo, NADPH oxidase e lipooxigenase).
Dependendo da localizacdo dentro da célula onde as ERO séo
liberadas e armazenadas, ¢é possivel distinguir ainda mais
entre “ERO citosdélica” e “ERO mitocondrial”. Por exemplo, o
complexo I da cadeia respiratdria mitocondrial (sitios Ig e
Ir) e o sitio SDH do complexo mitocondrial II produzem e
liberam ERO em direcdo ao lumen mitocondrial, dque §&,
portanto, considerado como "ERO mitocondrial"; enquanto o
complexo IITI da cadeia respiratdéria mitocondrial (sitio
IITe) e do sitio mGPDH produz e libera ERO em direcdo ao
citoplasma celular, que é considerado como "ERO citosdlico".

[046] O termo "sal" dos compostos da invencdo é usado
aqui para descrever a adicdo de acido e seus sais béasicos.
Sais de adicldo de &4cido adequados sdo formados a partir de
acidos que formam sais ndo tdéxicos. Exemplos ndo limitativos
incluem acetato, trifluoroacetato, adipato, aspartato,
benzoato, besilato, bicarbonato/carbonato,
bissulfato/sulfato, borato, tetrafluoroborato, camsilato,

citrato, ciclamato, edisilato, esilato, formato, fumarato,
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gluceptato, gluconato, gluconato, gluconato, glucato,
hexafluorofosfato, hibenzato, cloridrato/cloreto,
brometo/brometo, iodeto/iodeto, isionato, lactato, malato,
maleato, malonato, mesilato, metilsulfato, naftilato, 2-
napsilato, nicotinato, nitrato, orotato, oxalato, palmitato,
palmitato sais de fosfato de hidrogénio/fosfato de di-
hidrogénio, piroglutamato, sacarato, estearato, succinato,
tanato, tartarato, tosilato, trifluoroacetato e sais de
xinofoato. Os sais de base adequados sido formados a partir
de bases que formam sais ndo téxicos. Exemplos néo
limitativos incluem aluminio, arginina, benzatina, célcio,
colina, dietilamina, diolamina, glicina, lisina, magnésio,
meglumina, olamina, potéassio, sodio, trometamina, 2-
(dietilamino) etanol, etanolamina, morfolina, 4-(Sais de 2-
hidroxietil) morfolina e zinco. Hemisais de acidos e bases
também podem ser formados, por exemplo, sais de hemissulfato
e hemicalcium. Os sails farmaceuticamente aceltaveis
preferidos incluem cloridrato/cloreto, bromidrato/brometo,
bissulfato/sulfato, nitrato, citrato e acetato.

[047] O termo "sitio Ig", como aqui utilizado, se refere
ao sitio de ligacdo a ubiquinona da NADH: wubiguinona
oxidoredutase (também conhecida como complexo mitocondrial
I). O sitio Iy produz ERO gque sdo liberadas dentro do lumen

mitocondrial.
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[048] O termo "sitio If", como aqui utilizado, se refere
ao sitio de ligacdo a flavina do complexo mitocondrial I. O
sitio Ir produz ERO que sé&do liberadas no interior do lumen
mitocondrial.

[049] O termo "sitio IIIge", conforme usados aqui, se
refere ao sitio de 1ligacdo a ubiquinona do complexo do
citocromo bcl (também conhecido como complexo mitocondrial
III). O sitio IIIg produz ERO que sdo liberadas para o
citoplasma celular.

[050] O termo "sitio SDH", como usado aqui, se refere a
succinato desidrogenase (também conhecido como complexo
mitocondrial II). O sitio SDH produz ERO que sdo liberadas
dentro do lumen mitocondrial.

[051] O termo "sitio mGPDH", como aqui utilizado, se
refere a glicerol 3-fosfato desidrogenase. O sitio mGPDH

produz ERO que sdo liberadas em direcdo ao citoplasma

celular.
[052] O termo "solvato" é usado aqui para descrever um
composto nesta invencéao que contém quantidades

estequiométricas ou sub estequiométricas de uma ou mais
molécula de solvente farmaceuticamente aceitével, como
etanol ou &agua. O termo "hidrato" se refere a dgquando o
referido solvente & &agua.

[053] 0O termo "individuo" se refere a um animal,

incluindo um humano. No sentido da presente invencdo, um
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individuo pode ser um paciente, isto &, uma pessoa que recebe
atencdo médica, estd passando ou foi submetido a um
tratamento médico ou monitorado para o desenvolvimento de
uma doenca. Em uma modalidade, o individuo é um homem. Em
outra modalidade, o individuo é uma mulher.

[054] O termo "tautdémero" se refere a compostos
organicos que sdo interconversiveis por uma reacdo dquimica
chamada tautomerizacdo. A referida reacdo gquimica envolve a
migracdo de um &atomo ou prdédton de hidrogénio, acompanhado
por uma troca de uma ligacdo simples e 1ligacdo dupla
adjacente.

[055] A expressdo "quantidade terapeuticamente eficaz"
significa nivel ou quantidade de agente que visa, sem causar
efeitos colaterais negativos ou adversos significativos ao
alvo, (1) atrasar ou impedir o aparecimento de uma doenca,
disturbio ou condicéo relacionada ao oxigénio livre
radicais; (2) desacelerar ou interromper a progresséao,
agravamento ou deterioracdo de um ou mais sintomas da doenca,
disturbio ou condicdo relacionada aos radicais livres de
oxigénio; (3) promover melhorias dos sintomas da doenca,
disturbio ou condicdo relacionada aos radicais livres de
oxigénio; (4) reduzir a gravidade ou incidéncia da doenca,
disturbio ou condicdo relacionada aos radicais livres de
oxigénio; ou (5) curar a doenca, disturbio ou condicéo

relacionada aos radicais livres de oxigénio. Uma quantidade
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terapeuticamente eficaz pode ser administrada antes do
inicio da doenca, disturbio ou condicdo relacionada aos
radicais livres de oxigénio, para uma acdo profildtica ou
preventiva. Alternativa ou adicionalmente, a quantidade
terapeuticamente eficaz pode ser administrada apds o inicio
da doenca, disturbio ou condicdo relacionada aos radicais
livres de oxigénio, para uma acdo terapéutica.

[056] Os termos "tratar", "tratamento" ou "alivio" se
referem ao tratamento terapéutico e a medidas profilaticas
ou preventivas; em que o objetivo é prevenir ou desacelerar
a condicdo patoldgica ou doenca alvo. 0Os gue precisam de
tratamento incluem aqueles que Jj& estdo com a doenca, bem
como adgueles que tém a doenca ou aqueles em guem a doenca
deve ser evitada. Um individuo ou mamifero & "tratado™ com
sucesso para uma doenca ou afeccdo ou condicdao se, apbds
receber o tratamento de acordo com a presente invencdo, o
individuo ou mamifero mostrar reducidoc observavel e/ou
mensuravel ou auséncia de um ou mais dos seguintes itens:
reducdo de producdo de ERO; e/ou alivio, até certo ponto,
para um ou mals dos sintomas associados a doenca ou condicgédo
especifica; reducdo da morbimortalidade e melhoria da
qualidade de vida. Os parémetros acima para avaliar o sucesso
do tratamento e a melhoria da doenca sdo facilmente
mensuraveis por procedimentos de rotina familiares a um

médico.

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 28/256



19/219

DESCRICAO DETALHADA

[057] Um objetivo da presente invencdo é& um método para
tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo de doencas relacionadas a radicais 1livres de
oxigénio em um individuo em necessidade do mesmo,
compreendendo a administracdo de uma quantidade eficaz de um
inibidor da producdo mitocondrial de espécies de oxigénio
reativo (ERO).

[058] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
da producdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio
(ERO) para tratamento e/ou prevencao; ou para UusSo no
tratamento e/ou prevencdo de doencas relacionadas aos
radicals livres de oxigénio, em que o referido inibidor inibe
a producdo mitocondrial de ERO.

[059] Em uma modalidade, o inibidor da invencdo nédo afeta
a producdo fisioldgica (citosdlica) de ERO. Em uma
modalidade, a producdo fisioldgica (citosdlica) de ERO néo
é modulada em mais de 5% (aumento ou diminuicdo) na presenca
do inibidor da invencdo. Em uma modalidade, a producéo

fisioldgica (citosdlica) de ERO ndo é modulada em mais de

35%, 40%, 45%, 50% (aumento ou diminuicdo) na presenca do
inibidor da invencéo.
[060] O termo "nao afeta", conforme usado aqui, se refere

a uma auséncia de efeito do inibidor da invencdo medido por
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técnicas conhecidas pelo especialista na técnica para
determinar o nivel de producdo de ERO.

[061] Em outra modalidade, o inibidor da invencdo ndo é
um inibidor da producdo de ERO citosdlica.

[062] Em uma modalidade, o inibidor da invencédo ndo afeta
a producado fisioldbgica (citosdlica) de ERO em pelo menos um
sitio selecionado de IIIgs e mGPDH.

[063] Em uma modalidade, o inibidor da invencdo néo
diminui a producado fisioldgica (citosdlica) de ERO de pelo
menos um sitio selecionado de IIIge e mGPDH em mais de 2%,
4%, 6%, 8%, 10%, 12%, 14 &, 1lo6%, 18%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50% ou mais.

[064] Em uma modalidade ©preferida, o0 1nibidor da
invencdo ndo diminui a producédo fisioldgica (citosdlica) de
FRO a partir do sitio IIIge do complexo III da cadeia
respiratéria mitocondrial.

[065] A producdo de ERO citosdlica & determinada pela
diferenca entre a producdo total de ERO celular e a producéo
interna de ERO mitocondrial. Alternativamente, a producdo de
ERO citosdlica pode ser determinada em um ensaio in vitro da
producdo de ERO de NAD(P)H oxidase.

[066] Em outra modalidade, o inibidor da invencdo atua

a montante da producdc de ERO.
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[067] Os testes para detectar a producdo de ERO
citosdlica sdo bem conhecidos no estado da técnica e para os
especialistas na técnica.

[068] Exemplos de tais testes incluem, mas ndo estéo
limitados a:

[069] (1) Medicdo da producdo global de ERO celulares:
Diacetato de 5-(e-6)-clorometil-2"', 7'"-diclorodi-
hidrofluoresceina, éster acetilico (CM-H.DCFDA) e/ou H,DCFDA
sdo indicadores de espécies reativas citosdlicas de oxigénio
(ERO) nas células. O CM-H2;DCFDA difunde-se passivamente nas
células, onde seus grupos acetato sdo clivados por esterases
intracelulares e seu grupo clorometil reativo a tiol reage
com glutationa intracelular e outros tTiois. A oxidagéo
subsequente produz um aduto fluorescente que fica preso
dentro da célula, facilitando assim estudos de longo prazo
(Zhang et al., 2008. J. Cardiovasc. Pharmacol. 51 (5): 443-
9; Sarvazyan, 1996. Am. J. Physiol 271 (5 Pt 2): H2079-2085).

[070] (2) Medicdo da producdo de ERO mitocondrial nas
células:

Medir a ERO intracelular em células intactas e atribuir a
origem as mitocdndrias é muito mais dificil. Nos ultimos
anos, a forca motivadora de prétons crucial para a funcéo
mitocondrial foil explorada para direcionar uma variedade de
compostos a matriz mitocondrial altamente negativa usando o

cation lipofilico trifenilfosfdnio TPP + como um conjugado
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de "entrega". Entre estes, o MitoSOX Red, também chamado de
mito-hidroetidina ou mito-di-hidrohidroetidio, é usado
predominantemente na estimativa de FERO mitocondrial. A
fracdo TPP + do MitoSOX permite o acumulo multiplo de
hidroetidina sensivel a ERO na matriz mitocondrial e a
oxidacdo da hidroetidina por superdxido d& origem a um
produto de oxidacéo fluorescente especifico, o) 2-
hidroxietidio (Zhao et al., 2005. Proc. Natl. Acad Sci. USA
102 (16): 5727-5732; Polster et al., 2014. Methods Enzymol.
547: 225-250).

[071] Em uma modalidade, o inibidor da invencdo ¢é um
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de espécies
reativas de oxigénio (ERO).

[072] Em uma modalidade, o inibidor da invencdo ¢é um
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO em pelo
menos um sitio selecionado de Ig, Ir e SDH.

[073] Em uma modalidade, um inibidor seletivo da
producdo mitocondrial de acordo com a presente 1nvencdo

diminui a produgdo de ERO mitocondrial de pelo menos um sitio

oo
~

'_\

o

o0
~

selecionado de Ig, Ir e SDH em mais de 2%, 4%, 6%, 8

12

oo

, 14%, 16%, 18%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% ou
mais, afetando a producdo de ERO mitocondrial dos sitios
remanescentes da producdo de ERO em menos de 50 %, 45%, 40%,

35%, 30%, 25%, 20%, 18%, les, 14%, 12%, 10%, 8%, o0%, 4%, 2%

ou menos.

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 32/256



23/219

[074] Em uma modalidade, inibidores que s&do inibidores
seletivos da producdo de ERO mitocondrial a partir de um
Unico sitio de producdo de ERO mitocondrial diminuem a
producdo de ERO de um dos sitios de producdo de Ig, Ir ou SDH
em mais de 18%, enquanto afetam a producdo de ERO dos sitios
restantes da producdo de ERO em menos de 10%.

[075] Em uma modalidade ©preferida, o0 1nibidor da
invencdo é um inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO no sitio Ig e/ou Ir do complexo I da cadeia respiratéria
mitocondrial.

[076] O complexo I da cadeia respiratdria mitocondrial
pode gerar ERO a partir de dois sitios distintos: o sitio de
ligacdo a ubigquinona e o sitio mononucleotideo da flavina.

Sitio de Ligacdo a Ubiquinona do Complexo I (Ig):

[077] Para analisar especificamente a producdo de ERO a
partir do Ig, o succinato 5 mM pode ser usado como substrato
para fornecer elétrons a cadela respiratédria. A producdo de
ERO Ig é excepcionalmente sensivel a mudancas na forca motriz
de prdétons (PMF) através da membrana interna mitocondrial
(PMF = A%Ym + ApH). Portanto, um limiar conservador para o
ensaio A¥m ao avaliar a seletividade dos acertos no ensaio
FERO Iy pode ser utilizado.

[078] O vazamento de elétrons do sitio Ig € mais bem
caracterizado durante o transporte reverso de um Q-pool

reduzido para a matriz NAD'" via CI na presenca de um PMF
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forte. Experimentalmente, as condicgdes gque favorecem a
producdo de ERRO Iy sdo consideradas muito distantes da
fisiologia, levando muitos a descartar sua relevancia,
apesar de sua capacidade de altas taxas. No entanto, mesmo
quando fornecidas com concentracdes mais baixas de glutamato
(para alimentar elétrons para a frente através do IC) e
succinato (para alimentar elétrons ao contrario), as
mitocdndrias respiratérias ainda produzem niveis
significativos de ERO sensivel a rotenona (ou seja, ERO Ig).
Além disso, anadlises comparativas mostram uma relacéo
inversa entre a producdo maxima de ERO do sitio Ip (mas néo
0 sitio Ir) e a vida Util méxima em diversas espécies de
vertebrados (Lambert et al., 2007. Aging Cell. 6 (5): 607-
18; Lambert et al., 2010. Aging Cell. 9 (1): 78-91).
Portanto, moduladores seletivos de Iy ERO ofereceriam
oportunidades uUnicas para investigar o papel putativo da
producdo de ERO mitocondrial em processos normais e
patoldgicos.

Sitio de Ligacdo a Flavina do Complexo I (Ir):

[079] Para analisar especificamente a producdo de ERO a
partir de Ir, a solucdo de substrato para fornecer elétrons
a cadeia respiratdria pode compreender glutamato 5 mM, malato
5 mM e rotenona 4 uM. O sitio Ir produz ERO a uma taxa
proporcional ao estado de reducdo do pool de NADH na matriz

mitocondrial (Treberg et al., 2011. J. Biol. Chem. 286 (36):
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31361-72). O bloqueio do Ip do sitio com o pesticida rotenona
pode aumentar a producdo de ERO a partir do sitio I,
impedindo a oxidacdo da flavina. A producdo méxima de ERO a
partir do sitio de ligacdo a flavina do complexo I (sitio
Ir) é relativamente baixa em comparacido aos sitios Ig e IIlgo
e 1sso pode levar a uma maior variabilidade neste ensaio e
subsequentemente a uma maior taxa de falsos positivos na
tela original.

[080] A inibicédo da atividade do complexo I pela rotenona
e pela neurotoxina MPP' tem sido associada ao parkinsonismo
em roedores e seres humanos, sugerindo uma ligacdo entre o
complexo I disfuncional, a producéo de ERO e a
neurodegeneracdo. Os compostos que sdo capazes de inibir a
producdo de ERO do complexo I podem, portanto, ser uteis na
terapia.

[081] Em outra modalidade, o 1inibidor ou inibidor
seletivo da invencdo ¢ um inibidor seletivo da producédo
mitocondrial da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) no sitio Ig do complexo I da cadeia respiratéria
mitocondrial.

[082] O termo "inibidor seletivo", conforme usado neste
documento, pode se referir a um composto capaz de inibir a
producdo de ERO no sitio Ig do complexo I, além de ter efeitos
minimos na producdo de ERO a partir dos sitios restantes e

no potencial da membrana mitocondrial (A¥Ym) e fosforilacédo
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oxidativa. Por exemplo, nas mitocdndrias isoladas, na
presenca de rotenona (ou seja, quando a producdo de ERO no
sitio Ig é inibida) e antimicina A (ou seja, quando a ERO é
produzida principalmente pelo complexo III), a IC50 do
composto na inibicdo da ERO a producdo é cerca de 5, 6, 7,
8, 9, 10, 15, 20 vezes maior do gue na auséncia de rotenona.

[083] Em uma modalidade, o termo "inibidor seletivo",
conforme usados aqui, também pode se referir, exclusiva ou
inclusivamente com qualgquer uma das definicdes aqui
fornecidas, a um composto capaz de inibir a producdo de ERO
mitocondrial no sitio Ig do complexo I com um ICso variando
de cerca de 0,1 pM a cerca de 20 uM, preferencialmente cerca
de 10 pM. Em uma modalidade, o termo "inibidor seletivo",
conforme usados aqui, também pode se referir, exclusiva ou
inclusivamente com qualquer uma das definicgdes aqui
apresentadas, a um composto capaz de inibir a producdo de
ERO mitocondrial no sitio Ig do complexo I com um ICsg de
cerca de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0,
1,5 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0,
7,5, 8,0, 85, 9,0, 9,5, 10,0, 10,5, 11,0, 11,5, 12,0, 12,5,
13,0, 13,5, 14,0, 14,5, 15,0, 15,5, 16,0, 16,5, 17,0, 17,5,
18,0, 18,5, 19,0, 19,5, 20 upM. Em outra modalidade, o
referido composto nédo inibe significativamente a producdo de
FRO citosdlica em um ensaio in vitro da producdo de EOS

NAD (P)H oxidase.
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[084] O termo "inibidor seletivo", conforme usados aqui,
também pode se referir, exclusiva ou i1nclusivamente com
qualgquer uma das definicgdes aqui fornecidas, a um composto
capaz de inibir a producdo de ERO no sitio Iy do complexo I,
enquanto tem efeitos minimos na producdo de ERO a partir dos
demais sitios e no potencial da membrana mitocondrial (AW¥m)
e fosforilacdo oxidativa. Por exemplo, em mitocdndrias
isoladas, na presenca de rotenona (ou seja, quando a producdo
de ERO no sitio Ig é inibida), o ICs¢ do composto na inibicéo
da producdo de ERO é de cerca de 5, o, 7, 8, 9, 10, 15, 20
vezes maior ou mais do gue na presenca de antimicina A (isto
é, adicionada apds a rotenona, portanto, gquando as ERO sé&o
produzidas principalmente pelo complexo III).

[085] Os testes para detectar especificamente as ERO
produzidas no sitio Iy do complexo I da cadeia respiratéria
mitocondrial em mitocdndrias isoladas de varios tecidos séao
bem conhecidos do especialista.

[086] Ensaios de alto rendimento para a identificacédo de
inibidores da producdo de ERO em sitios definidos em
mitocédndrias isoladas sem também alterar a producdo de
energia também sdo descritos. Os ensaios identificam
moduladores especificos do sitio da producdo de ERO, além de
revelar efetores menos especificos, como antioxidantes de
acao ampla e varios inibidores da bicenergética

mitocondrial. Por conseguinte, inibidores que discriminam
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entre vazamentos 1ndesejados de elétrons no oxigénio
(producdo de ERO) em sitios especificos dentro da cadeia de
transporte de elétrons sem alterar os fluxos normals de
elétrons e prodtons acoplados a energia através da membrana
mitocondrial interna podem ser identificados. Os ensaios
adaptam os ensaios padrdo baseados em fluorescéncia da
producdo de ERO mitocondrial usando o corante Amplex UltraRed
(Invitrogen) e A¥Ym usando o corante potenciométrico TMRM
(Invitrogen) a um formato de microplaca de alto rendimento.
E fornecido um conjunto principal de cinco ensaios ERO e um
A¥m para deteccdo robusta de modulacdo funcional em
mitocdndrias de musculo esquelético isoladas recentemente.
Cinco sitios principais de producdo de ERO (sitio Ig, Ir,
IITIoo, SDH e mGPDH) podem ser alvos separadamente, variando
Os substratos e 1inibidores adicionados a uma mistura de
ensaio comum. Uma contra-tela para monitorar A¥Ym pode ser
executada em paralelo para eliminar compostos gque sé&o
provavelmente inibidores gerais ou desacopladores da
producdo normal de energia mitocondrial.

[087] Em outra modalidade, os inibidores sdo testados a
2,5 1M em duplicado contra todos os ensaios. A fluorescéncia
do ponto final é normalizada para DMSO e as cavidades de
controle do inibidor mitocondrial conhecidos incluidos em
cada placa. 0Os resultados positivos em cada ensaio ERO podem

ser inicialmente filtrados aplicando um limiar de
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preferéncia 15% ou mais preferencialmente 18% ou ainda mais
preferencialmente 20% ou mais reducdo nesse ensaio. Cada
ensaio ERO pode ser empregado como uma contra-tela contra os
outros, enquanto também elimina compostos que alteraram Am
na contra-tela baseada em TMRM. Portanto, os hits filtrados
podem ser subsequentemente avaliados para eliminar aqueles
que alteraram os outros ensaios ERO em mais de, por exemplo,

20

oo
oo

ou 18% ou 15% ou A¥Ym em mails de, preferencialmente 10%
ou mails preferencialmente 5% ou ainda mais preferencialmente

4

oo

[088] Em outra modalidade, o inibidor da invencdo néo
afeta a fosforilacdo oxidativa significativa diretamente nas
mitocdédndrias, preferencialmente a fosforilacdo oxidativa é
modulada em menos de 10, 9, 8, 7, 6, 5%.

[089] As doencas relacionadas aos radicals livres de
oxigénio estdo relacionadas a desequilibrios do estresse
oxidativo e disfuncdo mitocondrial. Em particular, doencas
relacionadas a disfuncdes mitocondriais sdo induzidas pela
producdo de ERO mitocondrial.

[090] As doencas relacionadas aos radicals livres de
oxigénio incluem, entre outras, doencas cardiovasculares,
doencas do envelhecimento, doencas autoimunes, sindromes
progeroides, sindromes parkinsonianas, doencas neuroldgicas,
lesdes 1squémicas e de reperfusdo, doencas infecciosas,

doencas musculares, doencas pulmonares, renals e hepéticas.
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[091] As doencas cardiovasculares relacionadas a
radicais livres de oxigénio incluemn, entre outras,
hipertensdo, toxicidade <cardiaca (incluindo toxicidade
cardiaca de antraciclinas, toxicidade cardiaca de
medicamentos anticancer, toxicidade cardiaca de gquinolonas
e toxicidade cardiaca de medicamentos antivirais),
insuficiéncia cardiaca independentemente de origem,
isquemia, infarto do miocérdio, ataque cardiaco, acidente
vascular cerebral, aterosclerose, fibrilacdo <cardiaca,
hipertenséo, trombose e embolia, condicdes
alérgicas/inflamatoérias Como asma brénquica, artrite
reumatoide, doenca inflamatdédria intestinal, diabetes tipo
IT, diabetes mellitus e surdez (DAD, também conhecida como
sindrome de Ballinger-Wallace), doencas inflamatérias, febre
reumédtica, hipertensdo arterial pulmonar, cardiomiopatias
sindrdémicas (como a sindrome de Barth, sindrome de Costello,
ataxia de Friedreich, sindrome de LEOPARD, sindromes de
Noonan, sindrome cardiofaciocuténea, cardioencefalomopatia
e sindrome de Alstrom), respostas imunes inatas e doencas
cardiopulmonares, como doencas crdénicas doenca pulmonar
obstrutiva, embolia pulmonar, pericardite, coarctacdo de
aorta, tetralogia de Fallot, estenose adrtica, estenose
mitral, regurgitacéo abrtica, regurgitacéo mitral,
pneumoconiose, bronquiectasia, cardiomiopatias e/ou

tolerdncia endotelial a nitroglicerina.
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[092] As doencas do envelhecimento relacionadas aos
radicais livres de oxigénio incluemn, entre outras,
degeneracéo macular relacionada a idade (DMRI),
envelhecimento da pele, danos UV a pele, afinamento,
flacidez, rugas, aparéncia de manchas na idade, vasos
sanguineos e dreas quebrados de secura, queratose
seborreica, queratoses solares, Sindrome de Kindler, doenca
de Bowen, céncer de pele, artrite, espondilite anquilosante,
poliartropatias inflamatérias, artrite de joelho,
poliartrite epidémica, artrite psoriédtica, catarata, surdez,
céncer, metédstase, prevencdo de processos de metéastase,
doencas de figado, transplante, neoplasias e toxicidade de
agentes antineoplédsicos ou imunossupressores e produtos
quimicos, osteoporose, poiquilodermia, acrogeria,
poigquiloderma esclerosante hereditario, disqueratose
congénita, =xeroderma pigmentoso, sindrome de Bloom, anemia
de Fanconi, sindrome de Cockayne e doencas induzidas por
poluicédo.

[093] As doencas autoimunes relacionadas aos radicais
livres de oxigénio incluemn, entre outras, esclerose
multipla, artrite reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
diabetes mellitus tipo I, doenca de Crohn; miastenia grave,
doenca de Grave, esclerodermia, sindrome de Sjogren, colite
ulcerosa, cirrose biliar priméaria, hepatite auto-imune,

tireoidite de Hashimoto, espondilite anquilosante, psoriase.
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[094] A doenca autoimune pode ser uma doenca autoimune
relacionada a doencas do sangue, como anemia hemolitica
autoimune, anemia perniciosa e trombocitopenia autoimune.

[095] A doenca autoimune também pode ser arterite
temporal, sindrome antifosfolipide, vasculites como a
granulomatose de Wegener e doenca de Behcet.

[096] Outras doencas autoimunes incluem polimiosite,
dermatomiosite, espondiloartropatias, como espondilite
anquilosante, sindrome antifosfolipidica e polimiocisite.

[097] As sindromes progeroides relacionadas aos radicais
livres de oxigénio incluem, mas ndo se limitam a, progeria,
sindrome de Bloom, sindrome de Cockayne, sindrome de De
Barsy, disqueratose congénita, dermopatia restritiva,
sindrome de Rothmund-Thomson, tricotiodistrofia, sindrome de
Werner, sindrome de Wiedemann-Rautenstrauch e xeroderma
pigmentoso.

[098] As sindromes ©parkinsonianas relacionadas aos
radicais livres de oxigénio incluem, mas ndo se limitam a,
doenca de Parkinson (DP), paralisia supranuclear
progressiva, atrofia de multiplos sistemas, degeneracao
corticobasal ou deméncia do corpo de Lewy, parkinsonismo
induzido por toxinas e uma variante precoce de DP como como
um parkinsonismo autossdémico recessivo ligado ao PARK6 ou um

parkinsonismo autossédmico recessivo ligado ao PINKI1.
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[099] As doencas neuroldgicas relacionadas aos radicais
livres de oxigénio incluem, entre outras, deméncia, doenca
de Alzheimer, doenca de Parkinson e envelhecimento, doenca
de Huntington, ataxia de Friedreich, doenca de Wilson,
sindrome de Leigh, sindrome de Kearns - Sayre, neuropatia
Otica hereditéaria de Leber, disturbios cognitivos,
transtornos do humor, disturbios do movimento, discinesia
tardia, lesdo cerebral, apoptose, deméncia, epilepsia,
deméncia epilética, deméncia pré-senil, deméncia pds-
traumatica, deméncia senil, deméncia vascular, deméncia
associada ao HIV-1, deméncia pdbds-AVC, esquizofrenia,
sindrome de Down , doenca dos neurdnios motores, amiloidose,
amiloide associado ao diabetes tipo II, doenca de Creutzfelt-
Jakob, morte celular necrdética, sindrome de Gerstmann-
Straussler, kuru e scrapie animal, amildéide associado a
hemodidlise a longo prazo, amildéide cardiaco senil e
polineuropatia amiloidotica familiar, cerebropatia
distirbios neurossuccnicos, perda de memdria, intoxicacéo
por aluminio, reduzindo o nivel de ferro nas células da
individuos vivos, reduzindo os niveis de ions metdlicos de
transicdo livre em mamiferos, pacientes com quantidades
téxicas de metal no corpo ou em certos compartimentos do
corpo, esclerose multipla, esclerose lateral amiotrdédfica,
acinetopsia, deméncia relacionada ao 4lcool, tauocopatia

relacionada a idade primédria, afasia andémica, anosognosia,
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apraxia, apraxia da fala, agnosia verbal auditiva, deméncia
frontotemporal, degeneracdo lobar frontotemporal, afasia
progressiva logopénica, emaranhado neurofibrilar,
fonagnosia, doenca de Pick, afasia primédria progressiva,
afasia ndo fluente progressiva, deméncia semé&ntica, sindrome
da deméncia esteroide, disgnosia visual e espacial, efeitos
secundarios de aminoglicosideos e toxicidade da cocaina.
[100] Lesdes isquémicas e de reperfusdo relacionadas a
radicais livres de oxigénio incluem, mas ndo estdo limitadas
a, acidente wvascular cerebral, isquemia cerebral, sindrome
do derrame cerebral, endarterectomia carotidea, sindrome do
derrame cerebelar, acromatopsia cerebral, hemorragia
cerebral, infarto cerebral, trombose do seio venoso
cerebral, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia
intracraniana, acidente vascular cerebral lacunar, sindrome
medular lateral, sindrome pontina lateral, infarto parcial
da circulacdo anterior, infarto da circulacdo posterior,
acidente wvascular cerebral silencioso, acidente wvascular
cerebral Associacdo, cinto de acidente wvascular cerebral,
recuperacdo de acidente wvascular cerebral, ataque isquémico
transitdério, acidente wvascular cerebral, sindrome de Weber,
obesidade, preservacdo de brgidos para lesdo de transplante,

isquemia e reperfuséo.
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[101] As doencas infecciosas relacionadas aos radicais
livres de oxigénio incluem, entre outras, hepatite C, sepse,
miopatias infecciosas e choque séptico.

[102] As doencas musculares relacionadas aos radicais
livres de oxigénio incluem, entre outras, miopatias,
miopatias mitocondriais, distrofia muscular facio-escéapulo-
umeral, distrofia muscular facio-escédpulo-umeral tipo 1,
distrofia muscular facio-escapulo-umeral tipo 1, distrofia
muscular facio-escédpulo-umeral tipo 2, miopatia relacionada
ao Receptor Ryan Ryan 1 (RYR1) 1, selenoproteina 1
(selenoproteina 1) miopatia relacionada a sindrome de Kearns
- Sayre, cardiomiopatias, disturbio do movimento, atrofia
muscular induzida pela imobilizacdo, lesdo por dgueimadura
muscular esquelética e contratura de Dupuytren.

[103] As doencas pulmonares, renais e hepéaticas
relacionadas a radicais livres de oxigénio incluem, entre
outras, fibrose cistica, asma, doencas induzidas por
poluicdo, doencas cardiopulmonares, hipertensdo arterial
pulmonar, doenca pulmonar obstrutiva crénica, embolia
pulmonar, pneumoconiose, bronquiectasia, asma brdnqguica,
disfuncdo do diafragma induzida por ventilador, cancer de
pulm&o, doenca hepéatica gordurosa por 4lcool, doenca
hepatica gordurosa, diabetes, preservacdo renal ex vVvVivo,
inflamacdo hepédtica na hepatite C, lesdo renal na diabetes

tipo I e cirrose.
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[104] Em uma modalidade, as doencas a serem tratadas em
particular na presente invencdo sdo degeneracdo macular
relacionada a 1idade, doenca de Parkinson, doenca de
Alzheimer, 1lesdo 1isquémica e de reperfusdo, hipertenséao
arterial pulmonar, esclerodermia, aterosclerose,
insuficiéncia cardiaca, infarto do miocérdio, artrite,
toxicidade pulmonar, doencas cardiopulmonares, doencas
inflamatdrias, cancer, metastase, toxicidade cardiaca
(incluindo toxicidade cardiaca de antraciclinas, toxicidade
cardiaca de farmacos anticéncer, toxicidade cardiaca de
quinolonas e toxicidade cardiaca de féarmacos antivirais),
insuficiéncia cardiaca independentemente da origem,
isquemia, ataque do coracido, acidente vascular cerebral,
trombose e embolia, asma, condicdes alérgicas/inflamatédrias,
asma bréngquica, artrite reumatdide, doenca inflamatdria
intestinal, doenca de Huntington, disturbios cognitivos,
progeria, sindromes progeroides, deméncia epiléptica,
deméncia pré-senil, deméncia pbs-traumatica, deméncia senil,
vascular deméncia, deméncia associada ao HIV-1, deméncia
pbs-AVC a, sindrome de Down, doenca dos neurdnios motores,
amiloidose, amiloide associada ao diabetes tipo 11, doenca
de Creutzfelt-Jakob, morte celular necrdtica, sindrome de
Gerstmann-Straussler, scrapie de kuru e animal, amiloide
associado a hemodidlise a longo prazo, amiloide cardiaco

senil e familiar Polineuropatia amiloiddética, cerebropatia,
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distirbios neurossuccinicos, perda de memdria, intoxicacéo
por aluminio, reduzindo o nivel de ferro nas células de
individuos vivos, reduzindo os niveis de ions metdlicos de
transicdo livre em mamiferos, pacientes com quantidades
téxicas de metal no corpo ou em certos compartimentos
corporais, esclerose multipla, esclerose lateral
amiotrbfica, catarata, diabetes, céncer, doencas hepéaticas,
envelhecimento da pele, transplante, efeitos secundarios
ototdbéxicos de aminoglicosideos, neoplasias e toxicidade de
agentes e produtos quimicos antineopléasicos ou
imunossupressores, respostas 1munes inatas e Ataxia de
Friedreich.

[105] Em uma modalidade, as doencas a serem tratadas em
particular na presente invencdo sdo doencas cardiovasculares
relacionadas a radicais de oxigénio livres selecionadas do
grupo dque compreende infarto do miocérdio, toxicidade
cardiaca (incluindo toxicidade cardiaca de antraciclinas,
toxicidade <cardiaca de farmacos anticéncer, toxicidade
cardiaca de quinolonas e toxicidade cardiaca de féarmacos
antivirais, de preferéncia toxicidade cardiaca de
antraciclinas), hipertensédo arterial pulmonar, insuficiéncia
cardiaca, doencas cardiopulmonares, isquemia, ataque
cardiaco, acidente wvascular cerebral, trombose e embolia.

[106] Em uma modalidade, as doencas a serem tratadas em

particular na presente invencao s&o doencas do
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envelhecimento, DMRI, envelhecimento da pele, doencas
cardiovasculares como, por exemplo, toxicidade cardiaca de
antraciclinas, progeria e sindromes progerdides, doenca de
Parkinson, doenca de Alzheimer, Ataxia de Friedreich,
isquemia reperfusédo, doencas cardiopulmonares, asma, cancer,
metdstase e/ou doencas induzidas por poluicéo.

[107] Em uma modalidade, uma doenca a ser
particularmente evitada e/ou tratada na presente invencao é
toxicidade cardiaca, preferencialmente toxicidade cardiaca
de antraciclinas. Um mecanismo responséavel pela toxicidade
das antraciclinas se refere a producdo de ERO e a danos no
DNA especificos do sitio. A inducdo do estresse oxidativo
desempenha realmente um papel na toxicidade cardiaca das
antraciclinas ao induzir danos no DNA, danos nos sarcdmeros,
disfuncdo mitocondrial e perda de sinalizacdo proé-
sobrevivéncia, mediando tanto a morte quanto a sobrevivéncia
dos cardiomidcitos (Valcovici et al., 2016. Arch. Med. Sci
12 (2): 428-435).

[108] Em uma modalidade, uma doenca a ser
particularmente evitada e/ou tratada na presente invencao é
a hipertensdo pulmonar. De fato, o efeito deletério dos
agentes que promovem a geracdo de ERO na vasculatura pulmonar
tem sido demonstrado e, inversamente, o efeito benéfico dos
agentes antioxidantes em modelos animais de hipertenséio

pulmonar. A producdo de ERO tem sido diretamente ligada ao

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 48/256



39/219

remodelamento vascular pulmonar, disfuncdo endotelial,
respostas vasoconstritivas alteradas, inflamacéo e
modificacdes da matriz extracelular, todas caracteristicas
importantes da fisiopatologia da hipertensdo pulmonar
(Freund-Michel et al., 2013. Ther. Adv. Respir. Dis. 7 (3):
175-200) .

[109] Em uma modalidade, uma doenca a ser
particularmente evitada e/ou tratada na presente invencao é
lesdo 1squémica e de reperfusdo. De fato, o excesso de
producdo de ERO é um fator critico na génese da lesdo por
reperfusdo (Granger et al., 2015. Redox Biol. 6: 524-51).

[110] Em uma modalidade, uma doenca a ser
particularmente evitada e/ou tratada na presente invencao é
a diabetes. De fato, a hiperglicemia crbdnica e o subsequente
aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) deterioram a
funcdo celular e aumentam a resisténcia a insulina, o dque
leva ao agravamento do diabetes tipo 2 (Kaneto et al. 2010.
Mediators Inflamm., 2010: 453892), mas também de outros tipos
de diabetes, como MODY (diabetes de inicio da maturidade dos
jovens) .

[111] Em uma modalidade, uma doenca a ser
particularmente evitada e/ou tratada na presente invencao é
a doenca de Parkinson. De fato, a disfuncdo mitocondrial e
0 dano oxidativo, que resultam no aumento da producdo de

ERO, s&do condicdes frequentemente encontradas em Areas
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cerebrais danificadas da doenca de Parkinson (Mufioz et al.,
2016. Parkinsons Dis. 2016: 7049108).

[112] Em uma modalidade, uma doenca a ser
particularmente evitada e/ou tratada na presente invencédo é
a degeneracdao macular. De fato, a producdao e acumulacao
excessivas de ERO Jjuntamente com o estresse oxidativo, em
particular nas células do epitélio pigmentar da retina,
desempenham um papel na patogénese da degeneracdo macular.
Os niveis de ERO aumentam na retina envelhecida, levando ao
estresse oxidativo e resultam em danos aos fotorreceptores,
células epitélio pigmentares da retina e coriocapilares no
processo de apoptose (Nita et al., 2016. 0Oxid. Med. Cell.
Longev. 2016: 3164734).

[113] Em uma modalidade, uma doenca a ser
particularmente evitada e/ou tratada na presente invencao é
a esclerodermia. De fato, a NADPH oxidase, uma importante
fonte de ERO, mostrou-se regulada positivamente nos
fibroblastos de esclerodermia, resultando em grandes
acumulos de ERO, gue por sua vez desempenham um papel critico
na ativacdo celular e no dano ao DNA (Spadoni et al., 2015).
Rheumatol 67 (6): 1611-22).

[114] Em uma modalidade, uma doenca a ser
particularmente evitada e/ou tratada na presente invencédo é
a metédstase. De fato, a producdo de ERO estd envolvida em

mecanismos de crescimento e metdstase de tumores: a migracéo,
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invasdo, clonogenicidade, tomada metastdtica e metédstase
esponténea sdo promovidas pela selecdo natural de um fendtipo
mitocondrial associado a producdo de ERO e a atividade
aberrante do ciclo de TCA, um mecanismo denominado
“interruptor mitocondrial metastatico” (Porporato et al.,
2014. Cell Reports. 8 (3): 754-766). A hiperproducdo de ERO
também promove a angiogénese e os inibidores reciprocos da
producdo de ERO sdo produtos antiangiogénicos.

[115] De acordo com uma modalidade, o 1inibidor ou
inibidor seletivo da invencdo é AOX ou um derivado do mesmo.

[116] AOX corresponde ao desmetilanotola tritiona,

também chamado 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-tiona:

S
| &
HO (ROX)
[117] De acordo com uma modalidade, os derivados de AOX

sdo seus Dbioisbdsteros, preferencialmente bioisbdsteros de
fenol.

[118] Em uma modalidade, os bioisésteros de fenol séo,
por exemplo, os seguintes grupos, tautdmeros e seus derivados

opcionalmente substituidos:
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NH NH NH NH

o >=0 0 = /l\\l
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R
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R
[119] Em uma modalidade especifica, os bioisdsteros

fendlicos preferidos da invencdo sdo aqueles abaixo,

tautédmeros e seus derivados opcionalmente substituidos:

Lo L L Lo

[120] De acordo com uma modalidade preferida, 0s

inibidores da invencdo sédo, portanto, compostos de férmula

(I)
RZ R X
. yX
R T S
S
R R® (1)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que:

X representa S, O ou NHOH; de preferéncia X & S ou 0;
mais preferencialmente, X & S;

Y representa CH, C ou N; de preferéncia Y & CH ou N;

mais preferencialmente Y é CH;
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R!, R?, R* e R® representam cada um independentemente
hidrogénio, hidroxi, halo, amino, alquilsulfonil,
aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril, alcoxi,
haloalquil, algquilamino, aminocalquil, nitrooxialquil ou
carboxialquil;

R3® ¢ hidroxi; ou R3® e R?, juntamente com os &tomos de
carbono aos quais estdo ligados, formam uma fracdo heteroaril
de 5 membros, em que —-R3-R?- representa

—A-CR®=B- ou —-B=CR®-A-; em que:

A representa O, S ou NR’; em que R’ representa
hidrogénio, alquil Ci1-Cs ou alquiloxicarbonil;

B representa CH ou N; e

Res representa hidrogénio, hidroxi, halo, amino,
alquilsulfonil, aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril,
alcoxi, haloalquil, algquilamino, aminocalgquil, nitrooxialquil

ou carboxialquil.

[121] De acordo com uma modalidade preferida, na férmula
(I):
X representa S, O ou NHOH; de preferéncia X é S;
Y representa CH, C ou N; de preferéncia Y é& CH;
R!, R?, R* e R® representam cada um independentemente
hidrogénio, hidroxi, halo, amino, alquilsulfonil,
aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril, alcoxi,

haloalquil, algquilamino, aminocalquil, nitrooxialquil ou
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carboxialquil; preferencialmente R!, R?, R? e R® representam
hidrogénio;

R3® é hidroxi; ou R® e R?, juntamente com os &atomos de
carbono aos quais estdo ligados, formam uma fracdo heteroaril
de 5 membros, em que —-R3-R?- representa —A-CR®=B-; em que

A representa O, S ou NR’; em que R’ representa hidrogénio
ou grupo alquil Ci-Cs;

B representa CH ou N; e

RS representa hidrogénio, hidroxi, halo, amino,
alquilsulfonil, aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril,
alcoxi, haloalquil, algquilamino, aminocalquil, nitrooxialquil
ou carboxialquil;

[122] De acordo com uma modalidade ©preferida, X
representa S. De acordo com outra modalidade preferida, X
representa O. De acordo com uma modalidade preferida, Y
representa CH. De acordo com outra modalidade preferida, Y
representa N.

[123] De acordo com uma modalidade preferida, R3® e R?,
juntamente com os adtomos de carbono aos quais estdo ligados,
formam uma fracdo heteroaril de 5 membros, em gque -R3-R?-
representa —-A-CR®=B-; em que:

A representa O, S ou NR’; em que R’ representa
hidrogénio, alquil Ci1-Cs ou alguiloxicarbonil; de preferéncia
R7 representa hidrogénio ou alquiloxicarbonil;

B representa CH ou N; e
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RS representa hidrogénio, hidroxi, halo, amino,
alquilsulfonil, aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril,
alcoxi, haloalquil, algquilamino, aminocalgquil, nitrooxialquil
ou carboxialquil; de preferéncia R® representa hidrogénio ou
hidroxila.

[124] Mais preferencialmente, -R3-R?- representa -0-
C(OH)=N- ou —-N(COOMe)-CH=CH-, mais preferencialmente —-R3-R?-
representa -0-C (OH)=N-.

[125] De acordo com outra modalidade preferida, R® e R?,
juntamente com os adtomos de carbono aos quais estdo ligados,
formam uma fracdo heteroaril de 5 membros, em gque -R3-R?-
representa —A-CR®=B-; em que

A representa O, S ou NR’; em que R’ representa
hidrogénio, alquil Ci1-Cs ou alguiloxicarbonil; de preferéncia
R7 representa hidrogénio ou alquiloxicarbonil;

B representa CH ou N; e

RS representa hidrogénio, hidroxi, halo, amino,
alquilsulfonil, aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril,
alcoxi, haloalquil, algquilamino, aminocalgquil, nitrooxialquil

ou carboxialquil; de preferéncia R® representa hidrogénio ou

hidroxila.
[126] Mails preferencialmente, -R3-R?-~ representa -
N=C (OH) -S—.
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[127] De acordo com uma modalidade preferida, 0s
inibidores da invencdo sdo, portanto, compostos de fédrmula

(L")

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que:

X representa S, O ou NHOH; de preferéncia X & S ou 0;
mais preferencialmente, X & S;

Y representa CH, C ou N; de preferéncia Y & CH ou N;
mais preferencialmente Y é CH;

R!, R* e R® representam cada um independentemente
hidrogénio, hidroxi, halo, amino, alquilsulfonil,
aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril, alcoxi,
haloalquil, algquilamino, aminocalquil, nitrooxialquil ou
carboxialquil;

[128] R?'e R3', juntamente com os &tomos de carbono aos
quals estdo ligados, formam uma fracdo heterocaril de 5
membros em que —-R3'-R?'- representa —A-CR® = B- ou -B = CR®-
A—-; em que:

A representa O, S ou NR’; em que R’ representa
hidrogénio, alquil Ci1-Cs ou alquiloxicarbonil;

B representa CH ou N; e
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RS representa hidrogénio, hidroxi, halo, amino,
alquilsulfonil, aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril,
alcoxi, haloalquil, algquilamino, aminocalgquil, nitrooxialquil
ou carboxialquil.

[129] De acordo com uma modalidade preferida, 0s

inibidores da invencido sdo compostos de férmula (II)

)
-
Y
A T /S
S
R4 RS (I1)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que X, Y, R}, R* R> R® A e B sdo
como definidos na férmula (I).

[130] De acordo com uma modalidade, na foérmula (II):

X representa S, O ou NHOH; de preferéncia X é S;

Y representa CH, C ou N; de preferéncia Y é& CH;

A representa O, S ou NR7; em que R’ representa hidrogénio
ou grupo alquil Ci-Cs;

B representa CH ou N;

R!, R* e R® representam cada um independentemente
hidrogénio, hidroxi, halo, amino, alquilsulfonil,
aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril, alcoxi,
haloalquil, algquilamino, aminocalquil, nitrooxialquil ou
carboxialquil;

RS representa hidrogénio, hidroxi, halo, amino,

alquilsulfonil, aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril,
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alcoxi, haloalquil, alquilamino, aminocalquil, nitrooxialquil
ou carboxialquil.
[131] De acordo com uma modalidade preferida, 0s

compostos de férmula (II) sédo de férmulas (IIa) ou (IIb)

X
DR
6 B S/
/4
R _<A R5
R4 (IIa) (IIb)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitivel do mesmo, em que X, Y, A, B, R}, R*, R®> e¢ R® sio
como definidos acima.
[132] Em uma modalidade preferida, os inibidores da
invencdo sdo de fédrmula (IIa).
[133] De acordo com uma modalidade preferida, 0s

compostos de férmula (IIa) sdo de fédrmulas (IIa-1) ou (IIa-

2)

X

R! N’<

5 | s

S
R6 /4
KA N
(ITa-1) R* (ITa-2)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que X, A, B, R!, R* R® ¢ R® sdo como

definidos acima.
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[134] Em uma modalidade preferida, os inibidores da
invencdo sd3o de férmula (IIa-1). Em outra modalidade
preferida, os inibidores da invencédo sdo de férmula (IIa-2).

[135] De acordo com uma modalidade preferida, 0s
compostos de férmula (ITa-1) sdo de férmulas (IIa-1'), (IIa-

177) ou (IIa-1""")

(ITa-1") (ITa-1""7) (ITa-17"7)
ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® sdo como
definidos acima.

[136] Em uma modalidade preferida, os inibidores da
invencdo sdo de foérmula (ITa-1") ou (ITa-1'"), mais
preferencialmente de férmula (IIa-17).

[137] De acordo com uma modalidade preferida, 0s
compostos de férmula (ITa-2) sdo de férmulas (IIa-2'), (IIa-

2"y ou (IIa-2"'")

0] N«~QOH
R" N /4
S B / /
6_¢/ S
¢ _<A 5 R*—~ RO~ °
R A R5 A R5
(ITa-2") (ITa=-2"") (ITa=-2""")
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ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® sdo como
definidos acima.
[138] Em uma modalidade preferida, os inibidores da
invencdo sdo de fdoédrmula (IIa-2’) ou (IIa-2"7).
[139] De acordo com uma modalidade preferida, 0s
compostos de férmula (IIa-1) e (IIa-2) sdo de férmulas (IIa-
la), (ITa-1b), (ITa-1lc), (ITa-1d), (ITa- 1le), (ITa-2a),

(ITa-2b), (ITIa-2c), (ITIa-2d) ou (IIa-Ze)

X
R! N’<
| s | s
R6 / S R6 / S
O R5 N R5
R4 ( !

IIa-2d) R" R (ITa-2e)
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ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que X, R!, R% R5 R® e¢ R’ sdo como
definidos acima.

[140] Em uma modalidade preferida, os inibidores da
invencdo sdo de foérmula (IIa-la), (IIa-1lb), (IIa-le), (IIa-
2a), (IIa-2b) ou (IIa-2e), mals preferencialmente de férmula
(ITa-la) ou (ITa-le); mais preferencialmente de férmula
(ITa-1la).

[141] De acordo com uma modalidade preferida, 0s

compostos de férmula (IIb) sdo de fédrmulas (IIb’), (IIb’7)

e (IIb’’"")
OH
N
\§
R! S\s
B . B x
RS /4 R 4
_< _<A R5
R4
(IIb’ ' ")

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® sdo como
definidos acima.
[142] De acordo com uma modalidade preferida, 0s
compostos de fédrmula (IIb) sdo de férmulas (IIb-1), (IIb-2),

(ITb-3), (IIb-4) ou (IIb-5)

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 61/256



52/219

(ITb-4) (ITb-5)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente

aceitdvel do mesmo, em que X, R!, R% R5 R® e¢ R’ sdo como
definidos acima.

[143] De acordo com uma modalidade preferida, 0s

inibidores da invencido sdo compostos de férmula (III)

RG\(A R' X

B v

S

R* R® (II1)
ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que X, ¥, R, RY R3> R® A e B s3do como
definidos na férmula (I).

[144] De acordo com uma modalidade preferida, 0s

compostos de férmula (III) sdo de fédrmulas (IIIa) ou (IIIb)

X
R! YJ<
A o
s
RS—(
B R5
R* (IIIa) (II1Ib)
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ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que X, Y, A, B, R}, R*, R®> ¢ R® sio
como definidos acima.
[145] Em uma modalidade preferida, os inibidores da
invencdo sdo de fédrmula (IIIa).
[146] De acordo com uma modalidade preferida, 0s

compostos de férmula (IIIa) sdo de foérmulas (IITa-1) ou

(IITa-2)
X
R! N’<
A A [
RE—( Re—(
B B R5
(IITIa-1) R (IIIa-2)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que X, A, B, R!, R* R® ¢ R® sdo como
definidos acima.

[147] Em uma modalidade preferida, os inibidores da
invencdo sdo de férmula (IITIa-1). Em outra modalidade
preferida, os inibidores da invencdo sido de férmula (IIIa-
2).

[148] De acordo com uma modalidade preferida, os
compostos de férmula (IIIa-1) sdo de férmulas (IIIa-1'),

(ITIa-1"’) ou (IIIa-1""7")
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(ITTa-1"") (ITTa-1"""7)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® sdo como
definidos acima.

[149] Em uma modalidade preferida, os inibidores da
invencdo sdo de férmula (IIIa-1') ou (IIIa-1''), mais
preferencialmente de férmula (IIIa-17).

[150] De acordo com uma modalidade preferida, 0s
compostos de férmula (IIIa-2) sdo de férmulas (IITIa-2'7),

(ITIa-2'’) ou (IIIa-2""")

S 0
N« OH
R1 4 R1 N% R1 N/</
| S I8 | s
A s’ A s’ A s
R~ R~ R~
B R5 B R5 B R5
R4 R4 R4
(ITTa-2") (ITTa-2'") (ITIa=-2""")

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente

aceitdvel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® sdo como
definidos acima.

[151] Em uma modalidade preferida, os inibidores da

invencdo sdo de fdoédrmula (IITIa-2') ou (IIIa-2"7).
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[152] De acordo com uma modalidade preferida, 0s
compostos de fédrmula (IIIa-1) e (IIIa-2) s&o de fdédrmulas
(ITIa-1a), (ITIa-1b), (ITIa-1c), (ITTa-14d), (ITIa-1e),

(IITa-2a), (IIIa-2b), (IIIa-2c), (IIIa-2d) ou (IIIa-2e)

R4 (ITTa-1d) R (ITTa-1le)
X X X
T TS R T
\
O s’ S s’ N s’
R6—<\ R6—<\ R6—<\
N RS N R5 N RS
R4 R4 R4
(ITIa-2a) (ITIa-2b) (ITIa-2c)
X X
R’ N//<S rR” R h;%s
\
o] S’ N S/
R R
R5 R5
R4 (IIIa-24d) R4 (ITIIa-2e)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente

aceitivel do mesmo, em que A, B, R!, R*, R®, R® e R’ sdo como
definidos acima.

[153] Em uma modalidade preferida, os inibidores da

invencdo sdo de foérmulas (IIIa-la), (IIIa-1lb), (IIIa-le),
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(ITTa-2a), (IIIa-2b) ou (IITIa-2e), mais preferencialmente de
férmula (ITITa-1b).

[154] De acordo com uma modalidade preferida, compostos
de formula (IIIb) sdo de fodrmulas (IIIb'), (IIIb"’) e

(ITIb’’7)

(ITIb’ ") (ITIb'’ ")

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitivel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® sdo como
definidos acima.
[155] De acordo com uma modalidade preferida, compostos
de férmula (IIIb) sdo de férmulas (IIIb-1), (IIIb-2), (IIIb-

3), (IIIb-4) ou (IIIb-5)

R* (ITIb-4) R* (ITIb-5)
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ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitivel do mesmo, em que A, B, R!, R*, R®, R® e R’ sdo como
definidos acima.

[156] De acordo com uma modalidade especifica, os
inibidores da invencdo s&do selecionados de:

5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-tiona (AOX);
5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-ona (Cpl);
5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-ona oxima (Cp2):;
5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2,4-ditiazol-3-tiona (Cp3):;
4-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-tiona (Cp4);
5-(2-hidroxibenzo[d]oxazol-5-11)-3H-1,2-ditiol-3-
tiona (Cpb5);
5-(2-hidroxibenzo[d]tiazol-6-11)-3H-1,2-ditiol-3-
tiona (Cp6a);
5-(benzofuran-5-il)-3H-1,2-ditiolo-3-tiona (Cp8); e
metil 5-(3-tioxo-3H-1,2-ditiol-5-11)-1H-indol-1-
carboxilato (Cp9a).

[157] De acordo com uma modalidade preferida, 0s
inibidores da invencdo sdo selecionados de AOX, Cpl, Cp3,
Cpd, Cp5, Cpba e Cp9a. De acordo com uma modalidade
preferida, os inibidores da invencdo sdo selecionados de
AOX, Cpl, Cp3, Cp5 e Cpba. De acordo com uma modalidade
preferida, o inibidor da invencdo é AOX. De acordo com uma
modalidade preferida, o inibidor da invencdo é Cpl. De acordo

com uma modalidade preferida, o inibidor da invencédo é Cp3.
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De acordo com uma modalidade preferida, o inibidor da
invencdo & Cpb. De acordo com uma modalidade preferida, o
inibidor da invencdo é Cpé6a.

[158] A invencdo também se refere a um processo para
fabricar compostos de férmula (IIa-1), mais especificamente
de férmulas (IIa-1'), (IIa-1"") e (IIa-1'"'"), como definidas

anteriormente:

(ITa-1""7")

o0 referido processo compreendendo:

a) ciclizar um composto de férmula (C)

R' 0 O

B
RS~ °
A RS
R* (C)
em que A, B, R!, RY, R® ¢ R® sdo como definidos acima;
com um reagente a base de enxofre; de preferéncia, o
reagente a base de enxofre & P4Si0;
na presenca de um siloxano; de preferéncia, o siloxano
é o0 hexametildisiloxano (Me3Si0SiMes, HMDO) ;

para obter um composto de formula (ITa-1') como definido

acima;
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e opcionalmente:
bl) o composto de férmula (ITa-1') pode reagir com um
oxidante; de preferéncia o oxidante & o acetato de mercurio
Hg (OAc)2; para obter um composto de fédrmula (IIa-1’'") como
definido acima; ou
b2) o composto de férmula (IIa-1’) pode reagir com a
hidroxilamina NH:OH-HCl; na presenca de uma base; de
preferéncia, a base é& acetato de sédio (AcONa); para obter
um composto de férmula (IIa-1'’'"), conforme definido acima.
[159] De acordo com uma modalidade, o processo para
fabricar compostos de férmula (IIa-1) pode compreender uma
etapa preliminar da fabricagcdo do intermediéario (C)

compreendendo a reacdo de um derivado acido da férmula (A)
R' O
B
R&*f OH
A
R (2)
em que A, B, R!, RY, R® ¢ R® sdo como definidos acima;

com um acido 3-metoxi-3-oxopropandico (B)

na presenca de cloreto de magnésio (MgCl2), depois
diimidazolil cetona e depois HCl; para obter o composto de

formula (C).

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 69/256



60/219

[160] De acordo com uma modalidade, o processo para
fabricar compostos de férmula (IIa-1) pode compreender uma
etapa preliminar da fabricagcdo do intermediéario (C)

compreendendo a reacdo de um derivado acido da férmula (A7)

R' O
_<B
R6 /4
A R5
R (B7)
em que A, B, R!, RY, R® ¢ R® sdo como definidos acima;
com dimetilcarbonato na presenca de hidreto de sbédio, para
obter o composto de férmula (C).
[161] A invencdo também se refere a um processo para

fabricar um composto de féormula (ITa-2), mais

especificamente de férmulas (IIa-2’) e (IIa-2'"7")

S N~ OH
_<B s S B g’
R6 /4 R6 /4
A RS _<A RS
R* (ITa-2") R* (ITa-2'"")

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitivel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® sdo como
definidos acima;

o referido processo compreendendo o composto de

ciclizacdo da férmula (E)

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 70/256



61/219

B NH
R6— 2
_QA

em que A, B, R!, RY, R® ¢ R® sdo como definidos acima;

com dissulfeto de carbono (CS2), na presenca de uma base; de

preferéncia, a base é hidreto de sdédio (NaH); para obter um

composto de férmula (ITa-2') como definido acima;

e opcionalmente o composto de férmula (IIa-2') pode

reagir com a hidroxilamina NH2OH-HCl; na presenca de uma

base; de preferéncia, a base ¢é acetato de sbédio (AcONa);

para obter um composto de fédrmula (IIa-2''’), conforme

definido acima.
[162] A invencdo também se refere a

fabricar um composto de férmula (IIa-2'7)

um processo para

o)
R N’<
| s
B S/
RO~
A R5
R4 (ITa=2"")

ou um tautdmero, sal ou solvato
aceitdvel do mesmo, em que A, B, R!, RY,
definidos acima;

o referido processo compreendendo

composto de férmula (E)
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B NH
R6— 2
_<A

em que A, B, R!, RY, R® ¢ R® sdo como definidos acima;
com cloreto de clorocarbonilsulfenil, para obter um composto
de férmula (ITIa-2'7).
[163] De acordo com uma modalidade, o intermediario (E)

pode ser obtido por reacdo do derivado de amida (D)

R'" o

B NH
RS~/ 2
<A

em que A, B, R!, RY, R® ¢ R® sdo como definidos acima;
com reagente de Lawesson, para obter um composto de fédrmula
(E) como definido acima.
[164] De acordo com uma modalidade, o intermediario
amida (D) pode ser obtido por reacdo do derivado &acido da

formula (A)

B OH
RS/
<A

em que A, B, R!, RY, R® ¢ R® sdo como definidos acima;
com uréia CO(NHz)2, na presenca de uma base; de preferéncia,
a base é piridina (CsHsN); para obter um composto de férmula

(D).
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[165] A invencédo também se refere a um processo para
fabricar compostos de férmula (IIb), mais especificamente de

fédrmulas (IIb’'), (IIb'’) e (IIb’'’')

QH
N
N\
R! S‘s
B B A
RS /4 RS /
<A = N
R4
(IIb’" ")

(IIb")

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitivel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® sdo como
definidos acima;
o referido processo compreendendo:

a) ciclizar um composto de férmula (G)

R!' CHO
{B
RG /4
A R5 O
R* (G)

O<

em que A, B, R!, RY, R® ¢ R® s3o como definidos acima;

com um reagente a base de enxofre; de preferéncia, o
reagente a base de enxofre é o octasulfur Sg; na presenca do
reagente de Lawesson; para obter um composto de férmula
(ITb’) como definido acima;

e opcionalmente:

bl) o composto de fédrmula (IIb’) pode reagir com um

oxidante; de preferéncia o oxidante é o acetato de mercurio
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Hg (OAc)2; para obter um composto de fédrmula (IIb’’) como
definido acima; ou
b2) o composto de fédrmula (IIb’’) pode reagir com a
hidroxilamina NH20H-HC1l; na presenca de uma Dbase; de
preferéncia, a base é& acetato de sédio (AcONa); para obter
um composto de férmula (IIb’’’) como definido acima.
[166] De acordo com uma modalidade, o processo para
fabricar compostos da férmula (IIb) pode compreender uma
etapa preliminar da fabricagcdo do intermediéario (G)

compreendendo a reacdo de um derivado éster da férmula (F)

R1
B
6_¢/
RS~ 3
A R5
R (F)
em que A, B, R!, RY, R® ¢ R® s3o como definidos acima;
com um acido de Lewis; de preferéncia, o &acido de Lewis &
TiCls; na presenca de base; de preferéncia, a base &
trietilamina (EtsN); para obter um composto de férmula (G)
como definido acima.

[167] A presente invencdo também se refere a uma
composigdo compreendendo ou consistindo em ou consistindo
essencialmente no inibidor ou inibidor seletivo da invencéo.

[168] A presente invencdo também se refere a uma

composigdo para o tratamento ou para uso no tratamento de

doencas relacionadas a radicals de oxigénio livres em um
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individuo em necessidade do mesmo, compreendendo ou
consistindo em ou consistindo essencialmente no inibidor,
como descrito acima.

[169] A presente invencdo também se refere a uma
composicdo para o tratamento ou para utilizacdo no tratamento
de doencas relacionadas a radicals de oxigénio livres, em
que a referida composicdo compreende ou consiste em ou
consiste essencialmente em um inibidor ou inibidor seletivo
da producdo mitocondrial de ERO.

[170] A presente invencdo também se refere a uma
composicao farmacéutica que compreende ou consiste
essencialmente ou consiste no inibidor ou inibidor seletivo
da 1invencédo, em combinacdo com pelo menos um excipiente
farmaceuticamente aceitével.

[171] A presente invencdo também se refere a uma
composicdo farmacéutica para o tratamento ou para uso no
tratamento de doencas relacionadas aos radicais livres de
oxigénio em um individuo em necessidade do mesmo,
compreendendo ou consistindo em ou consistindo
essencialmente no inibidor, como descrito acima, em
combinagcdo com pelo menos um excipiente farmaceuticamente
aceitéavel.

[172] A presente invencdo também se refere a uma
composicdo farmacéutica para tratamento ou para uso no

tratamento de doencas relacionadas a radicals livres de
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oxigénio, em que a referida composicdo farmacéutica
compreende ou consiste em ou consiste essencialmente em um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
FRO e pelo menos um excipiente farmaceuticamente aceitéavel.

[173] Excipientes adequados incluem 4&gua, solucéo
salina, solucdo de Ringer, solucido de dextrose e solucdes de
etanol, glicose, sacarose, dextrano, manose, manitol,
sorbitol, polietileno glicol (PEG), fosfato, acetato,
gelatina, coladgeno, Carbopol®, O&leos vegetais, e similar.
Pode-se incluir adicionalmente conservantes,
estabilizadores, antioxidantes, antimicrobianos e agentes
tampdo adequados, tais como, por exemplo, BHA, BHT, &cido
citrico, &acido ascoérbico, tetraciclina e similares.

[174] Outros exemplos de excipientes farmaceuticamente
aceitédveis que podem ser utilizados na composicdo da invencéo
incluem, mas ndo estdo limitados a trocadores de 1ions,
alumina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas séricas,
como albumina sérica humana, substéncias tampdo como
fosfatos, glicina, &cido sbérbico, sorbato de potéassio,
misturas parcials de glicerideos de &cidos graxos vegetais
saturados, &gua, sals ou eletrdélitos, como sulfato de
protamina, hidrogenofosfato dissddico, hidrogencofosfato de
potédssio, cloreto de sédio, sais de zinco, silica coloidal,
trissilicato de magnésio, polivinil pirrolidona substéncias

a base de celulose, polietileno glicol, carboximetilcelulose
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de sbdio, poliacrilatos, ceras, polimeros em bloco de

polietileno-polioxipropileno, polietileno glicol e gordura

de 1la.
[175] Além disso, alguns excipientes podem incluir
surfactantes (por exemplo, hidroxipropilcelulose);

carreadores adequados, como, por exemplo, solventes e meios
de dispersido que contém, por exemplo, &agua, etanol, poliol
(por exemplo, glicerol, propileno glicol e polietileno
glicol ligquido e semelhantes), misturas adequadas destes e
6leos vegetals, como, por exemplo, &leo de amendoim e &leo
de gergelim; agentes 1isotdnicos, tails como, por exemplo,
aclcares ou cloreto de sbédio; agentes de revestimento, tais
como, por exemplo, lecitina; agentes que retardam a absorcéo,
tais como, por exemplo, monoestearato de aluminio e gelatina;
conservantes, tais como, por exemplo, cloreto de
benzalcdnio, cloreto de benzetdnio, clorobutanol, timerosal
e semelhantes; tampdes, tais como, por exemplo, acido bdrico,
bicarbonato de sbédio e potédssio, boratos de sdédio e potéassio,
carbonato de sdédio e potédssio, acetato de sbddio, bifosfato
de sbébdio e semelhantes; agentes de tonicidade, tais como,
por exemplo, dextrano 40, dextrano 70, dextrose, glicerina,
cloreto de potédssio, propileno glicol, cloreto de sédio;
antioxidantes e estabilizadores, tals como, por exemplo,
bissulfito de sédio, metabissulfito de sbédio, tiossulfito de

sodio, tioureia e semelhantes; agentes umectantes ou
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clarificantes néo idénicos, tais como, por exemplo,
polissorbato 80, polissorbato 20, poloxamero 282 e
tiloxapol; agentes modificadores da viscosidade, tais como,
por exemplo, dextrano 40, dextrano 70, gelatina, glicerina,
hidroxietilcelulose, hidroximetilpropilcelulose, lanolina,
metilcelulose, petrolato, polietileno glicol, adlcool
polivinilico, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulose; e
similar.

[176] Outros exemplos de excipientes farmaceuticamente
aceltaveis sdo ciclodextrinas (CD) e seus derivados. As
ciclodextrinas podem permitir melhorar a solubilizacdo e/ou
estabilizacdo do principio ativo. De preferéncia, a
ciclodextrina & uma beta-ciclodextrina. Em uma modalidade,
a ciclodextrina é selecionada de SBE-ciclodextrina (SBE:
sulfobutil éter) e HP-ciclodextrina (HP: hidroxipropil) ou
seus derivados. Em uma modalidade, a ciclodextrina é SBE-
ciclodextrina, preferencialmente SBE-beta-ciclodextrina. Em
uma modalidade, a ciclodextrina é HP-ciclodextrina,
preferencialmente HP-beta-ciclodextrina.

[177] A presente 1invencdo também se refere a um
medicamento que compreende ou consiste em ou consiste
essencialmente no inibidor ou inibidor seletivo da invencéo.

[178] A presente 1invencdo também se refere a um
medicamento para tratamento ou para uso no tratamento de

doencas relacionadas a radicals livres de oxigénio em um
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individuo em necessidade do mesmo, compreendendo ou
consistindo em ou consistindo essencialmente no inibidor,
como descrito acima.

[179] A presente 1invencdo também se refere a um
medicamento para tratamento ou para uso no tratamento de
doencas relacionadas a radicais de oxigénio livres, em dgue
o0 referido medicamento compreende ou consiste em ou consiste
essencialmente em um inibidor ou inibidor seletivo da
producdo mitocondrial de ERO.

[180] A presente invencdo também se refere a uma
composicdo cosmética compreendendo o inibidor da invencéo.

[181] A presente invencdo também se refere a uma
composicao cosmecéutica compreendendo o) inibidor da
invencéo.

[182] Outro objetivo da invencdo é um meio de conservacio
ou meio de preservacido compreendendo ou consistindo em ou
consistindo essencialmente no inibidor da invencéo.

[183] Em uma modalidade, o meio de conservacdo é para a
preservacdo de oOrgdos, tecidos Dbioldgicos e/ou células
vivas. Em uma modalidade, os referidos érgdos incluem, mas
ndo estédo limitados a coracdo, figado, rim, pulmédo, péncreas,
intestino, pele e cbdbrnea. Em uma modalidade, os referidos
brgdos sdo para transplante, isto é, a transferéncia de
qualgquer o6érgdo ou tecido corporal do seu local de origem

para um local receptor. Especificamente, em um procedimento
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de transplante de aloenxerto, o local de origem do
transplante estd em um individuo doador e o local receptor
estd em outro individuo receptor.

[184] Em uma modalidade, o} meio de conservacdao
compreende o 1inibidor da invencdo em uma concentracido due
varia de 0,1 pM a 120 uM, ou seja, em uma concentracdo de
cerca de 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uwM, 2 uM, 3 pM, 4 pM, 5 pM , 10
w, 15 uM, 20 pM, 30 uM, 40 pM, 50 uM, 75 uM, 100 uM ou 120
M.

[185] Em uma modalidade, a composicdo, a composicéo
farmacéutica, o medicamento, a composicdo cosmética ou a
composicdo cosmecéutica da invencdo devem ser administradas
sistemicamente ou localmente.

[186] Em uma modalidade, a composicdo, a composicéo
farmacéutica, o medicamento, a composicdo cosmética ou a
composicdo cosmecéutica da invencdo deve ser administrada
por via oral, por injecédo, topicamente, nasal, bucal, retal,
vaginal, intratraqueal, por endoscopia, transmucosa, e por
administracdo percuténea.

[187] Em uma modalidade, a composicdo, a composicéo
farmacéutica, o medicamento, a composicdo cosmética ou a
composicdo cosmecéutica da invencdo sdo 1injetadas, de
preferéncia injetadas sistemicamente. Exemplos de
formulacdes adaptadas a injecdes sistémicas incluem, mas néo

estdo limitadas a solucdes ou suspensdes ligquidas, formas
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sblidas adequadas para solucdo ou suspensdo em liquido antes
da injecdo. Exemplos de injecdes sistémicas incluem, entre
outros, 1injecdo intravenosa, subcuténea, intramuscular,
intradérmica e intraperitoneal e ©perfuséo. Em outra
modalidade, gquando injetada, a composicdo, a composicdo
farmacéutica, o medicamento, a composicdo cosmética ou a
composicdo cosmecéutica da invencdo sdo estéreis. 0Os métodos
para obter uma composicdo farmacéutica estéril incluem,
entre outros, sintese de GMP (GMP significa "Boas préaticas
de fabricacéao").

[188] Em outra modalidade, a composicdo, a composicéo
farmacéutica, o medicamento, a composicdo cosmética ou a
composicdo cosmecéutica da invencdo é administrada por via
oral. Exemplos de formulacdes adaptadas a administracédo oral
incluem, mas ndo estdo limitadas a formas sélidas, formas
liquidas e géis. Exemplos de formas sdélidas adaptadas a
administracéo oral incluemn, entre outros, pilula,
comprimido, cépsula, cépsula de gelatina mole, cépsula de
gelatina dura, cépsula, comprimido, comprimido, pastilha,
comprimido revestido de acucar, comprimido revestido de
aclcar ou dispersédo /ou pastilha de desintegracdo, pd, formas
sblidas adequadas para solucdo ou suspensdo em liguido antes
da administracdo oral e pastilha efervescente. Exemplos de

forma liquida adaptada a administracédo oral incluem, mas nao
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estdo limitados a solucbdes, suspensdes, solucdes potéaveis,
elixires, frasco selado, pocdo, banho, xarope e licor.

[189] Em outra modalidade, a composicdo, a composicéo
farmacéutica, o medicamento, a composicdo cosmética ou a
composicao cosmecéutica da invencéo é administrada
topicamente. Exemplos de formulacdes adaptadas a
administracdo tdépica incluem, mas ndo se limitam a, bastdes,
batons, ceras, cremes, locdes, pomadas, béalsamos, géis,
gloss, preparacdes de filtro solar, cosméticos, mascaras,
lavadoras ou produtos de limpeza, preparacdes depilatdrias
e/ou semelhante.

[190] A administracéo tépica caracteriza a
administracdo, administracdo ou aplicacdo da composicéao,
composicdo farmacéutica, medicamento, composicdo cosmética
ou composicdo cosmecéutica da invencdo diretamente no local
de interesse para um efeito localizado (geralmente em uma ou
mais superficies expostas ou externas) do mesmo, como a
camada mais externa da epiderme, que é exposta e visualmente
observéavel), por exemplo, usando mdos, dedos ou uma grande
variedade de aplicadores (roll-up, roll-on ou outro bastéo,
recipiente para tubos, bola de algoddo, pd de arroz,
cotonete, bomba, pincel, tapete, pano e/ou similares). A
aplicacédo pode ser feita, por exemplo, colocando, colocando,
esfregando, varrendo, derramando, espalhando e/ou

massageando a pele, ou sobre a pele, ou por dqualgquer outro
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método conveniente ou adequado. De preferéncia, a
administracdo toéopica ¢é efetuada sem qualgquer absorcéo
significativa de componentes da composicdo na corrente
sanguinea do individuo (para evitar um efeito sistémico).

[191] A composicéao, a composicéo, a composicao
farmacéutica, o medicamento, a composicdo cosmética ou a
composicdo cosmecéutica da invencdo da invencdo podem ser
misturadas para formar creme ou locdo branca, lisa,
homogénea, opaca ou locdo com, por exemplo, alcool benzilico
a 1% ou 2% (p/p) como conservante, cera emulsificante,
glicerina, palmitato de isopropil, 4&cido 1léatico, é&gua
purificada e solucédo de sorbitol. Além disso, as composicdes
podem conter polietilenoglicol 400 (PEG 400). Eles podem ser
misturados para formar pomadas com, por exemplo, &alcool
benzilico a 2% (p/p) como conservante, petrolato branco,
cera emulsificante e tenox II (hidroxianisol butilado,
galato de ©propila, dcido citrico, propileno glicol).
Almofadas ou rolos de tecido de bandagem, por exemplo, gaze,
podem ser impregnados com as composicdes em solucdo, locéo,
creme, pomada ou outra forma semelhante, também para
aplicacdo toépica.

[192] Em outra modalidade, a composicdo, a composicéo
farmacéutica, o medicamento, a composicdo cosmética ou a
composicdo cosmecéutica da invencdo também podem ser

aplicadas topicamente usando um sistema transdérmico, como
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um adesivo polimérico a base de acrilico com um agente de
reticulacédo resinoso impregnado com a composicdo e laminado
a um suporte impermeédvel.

[193] Em uma modalidade, a composicdo, a composicéo
farmacéutica, o medicamento, a composicdo cosmética ou a
composicdo cosmecéutica da presente invencdo podem ser
administradas como um adesivo transdérmico, mais
particularmente como um adesivo transdérmico de liberacédo
sustentada. 0Os adesivos transdérmicos podem incluir qualquer
forma convencional, como, por exemplo, matriz adesiva,
matriz polimérica, adesivo de reservatédrio, matriz ou
estrutura laminada do tipo monolitico, e geralmente séo
compostos de uma ou mais camadas de suporte, adesivos,
intensificadores de penetracdo, um controle de taxa opcional
membrana e um revestimento de liberacéo que é removido para
expor o0s adesivos antes da aplicacdo. Os adesivos de matriz
polimérica também compreendem um material formador de matriz
polimérica. 0Os emplastros transdérmicos adequados sé&o
descritos em mais detalhes, por exemplo, nas patentes US
5.262.165, 5.948.433, 6.010.715 e 6.071.531, cuja divulgacéio
de cada um deles é incorporada agqui na sua totalidade.

[194] Exemplos de formulacdes adaptadas a administracéo
transdérmica incluem, mas ndo estdo limitados a unguento,

pasta, creme, filme, Dbalsamo, adesivo, como, por exemplo,
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adesivo transdérmico, gel, formas lipossdbmicas e
semelhantes.
[195] Em uma modalidade, a composicdo transdérmica & uma

pomada, pasta, creme; filme, bdlsamo, adesivo, tal como, por
exemplo, adesivo transdérmico, gel, formas lipossdmicas ou
semelhantes.

[196] Em uma modalidade da invencdo, a pomada ¢é uma
pomada oleaginosa; uma pomada emulsionada tal como, por
exemplo, 6leo em agua ou uma pomada agua em O6leo; ou uma
pomada soluvel em &gua, de preferéncia é uma pomada
oleaginosa.

[197] Em uma modalidade da invencdo, a pomada oleaginosa
utiliza bases tais como, por exemplo, O&leos vegetais e
animais; gorduras vegetals e animails; ceras; vaselina, tal
como, por exemplo, vaselina branca ou 6lec de vaselina; e
parafina tal como, por exemplo, parafina liquida ou éleo de
parafina.

[198] Em uma modalidade da invencdo, a composicéo
transdérmica compreende ainda um ou mais excipientes.
Excipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados sdo bem
conhecidos dos especialistas. Exemplos de excipientes
adequados incluem, mas nédo estdo limitados a wveiculos,
agentes emulsificantes, agentes endurecedores, modificadores

ou espessantes reoldgicos, surfactantes, emolientes,
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conservantes, umectantes, agentes tampdo, solventes, agentes
hidratantes e estabilizadores.

[199] Em outra modalidade, uma via de administracéo
especifica pode ser intraocular. Em outra modalidade, a via
de administracdo pode ser uma administracdo ocular tépica,
como, por exemplo, a administracdo de colirios ou banhando
0 olho em uma solucdo oftdlmica compreendendo o inibidor da
invencéo.

[200] A solucdo oftadlmica se refere a preparacdes
ligquidas estéreis, semissdlidas ou sdlidas destinadas a
administracdo no globo ocular e/ou a conjuntiva, ou a
insercdo no saco conjuntival ou a administracdo no segmento
posterior do olho. Conforme usados aqui, o termo "segmento
posterior do olho" se refere aos dols tercos posteriores do
olho, compreendendo a membrana hialdide anterior e as
estruturas por tras dela (humor vitreo, retina, cordide,
nervo 6tico). Em particular, uma composicdo oftdlmica pode
ser administrada no vitreo, por exemplo, por injecéo
intravitrea. Exemplos de composicdes oftdlmicas incluem, mas
ndo estdo limitados a colirios, locdes para os olhos, pds
para colirios e pds para locdes para os olhos e composicdes
a serem injetadas no saco conjuntival ou no vitreo.

[201] Exemplos de carreadores incluem, mas nédo estéo
limitados a &gua; solucdo salina tamponada; vaselina

(vaselina, também conhecida como parafina branca macia);
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petrolato; 6leos, tais como, por exemplo, &éleo mineral, &leo
vegetal, 6leo animal, &leo de parafina, 6leo de mamona ou
6leo de vaselina; ceras organicas e inorganicas, tais como,
por exemplo, microcristalina, parafina, cera de abelha e
cera de ozocerita; polimeros naturais, tais como, por
exemplo, xantanos, gelatina, celulose, coldgeno, amido ou
goma arédbica; polimeros sintéticos; &lcoois; polidis; e
similar. Em uma modalidade da invencdo, o carreador & um
creme de base, compreendendo um agente emulsificante, um
ingrediente em fase oleosa e um ingrediente em fase aquosa.

[202] Exemplos de excipientes bem conhecidos de base de
pomada ou locdo incluem, mas nédo estdo limitados a vaselina,
Plastibase™ (que é uma base preparada com polietileno (peso
molecular médio de cerca de 21000 Da) e parafina liquida) e
ESMA-P™ (fabricado em cera microcristalina).

[203] Exemplos de agentes emulsificantes incluem, mas
nao estédo limitados a dlcool cetilico, dlcool
cetostearilico, 4&lcool estearilico, carboxipolimetileno,
policarbdéfilo, polietileno glicol e seus derivados,
polioxietileno e seus derivados, como, por exemplo,
polissorbato 20 ou polissorbato 80, isoladamente ou em
combinacdo com 4&alcoolis graxos como, por exemplo, &alcool
cetilico, &lcool estearilico e &lcool cetostearilico e
ésteres de sorbitano, como, por exemplo, éster de adcido graxo

de sorbitano.
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[204] Exemplos de ingredientes na fase oleosa incluem,
mas ndo estdo limitados a vaselina, como, por exemplo,
vaselina branca, vaselina amarela ou Oleo de wvaselina,
parafina, como, por exemplo, parafina ligquida ou &leo de
parafina, dimeticona e suas misturas.

[205] Exemplos de ingredientes da fase agquosa incluemn,
mas ndo estdo limitados a agua, glicerol e propilenoglicol.

[206] Exemplos de agentes endurecedores incluem, mas nao
estdo limitados a &alcool estearilico, &alcool cetostearilico
e adlcool cetilico.

[207] Exemplos de modificadores de reologia ou
espessantes incluem, mas ndo estdo limitados a carbdmeros
como, por exemplo, Carbopol® e aminas de sebo de
polioxietileno, como, por exemplo, Ethomeen®.

[208] Exemplos de surfactantes incluem, mas nédo estéo
limitados a surfactantes anidnicos, catidnicos, anfotéricos
e ndo idénicos, como, por exemplo, lauril sulfato de sdédio,
adlcool cetostearilico, &alcool cetilico, lauril sulfato de
magnésio, uma cera ou uma combinacdo dos mesmos.

[209] Exemplos de emolientes incluem, mas ndo estéo
limitados a petrolato branco ou amarelo (vaselina branca ou
amarela), petrolato liquido (vaselina liquida), parafina ou
aquafor.

[210] Exemplos de conservantes incluem, mas né&do estéo

limitados a conservantes antimicrobianos, como, por exemplo,
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nipagina (hidroxibenzoato de metila), nipasol
(hidroxibenzoato), butilparabeno, etilparabeno,
metilparabeno, propilparabeno potéssio, propilparabeno
sbdico, ésteres de parahidroxibenzoato de potéassio, &cido
sbrbico sorbato, &cido benzdbdico, parabenos, clorobutanol,
fenol, timerosal, benzoato de sédio e adlcool benzilico.

[211] Exemplos de umectantes incluem, mas ndo estéo
limitados a propileno glicol e alginato de propileno glicol.

[212] Exemplos de agentes tamponantes incluem, mas néo
estdo limitados a hidréxido de sddio, &cido citrico e
hidréxido de potéssio.

[213] Exemplos de solventes incluem, mas ndo estéo
limitados a &gua, isopropanol, &alcool benzilico e propileno
glicol.

[214] Exemplos de agentes hidratantes incluem, entre
outros, glicerina, 6leo mineral, &leo de ricino endurecido
com polioxietileno e vaselina, propilenoglicol, parafinas,
ceras, como, por exemplo, cera de abelha, polietileno glicdis
ou suas misturas, como, por exemplo, macrogol (macrogol é
uma mistura de polietilenoglicdis de diferentes pesos
moleculares), &alcool estearilico, &lcool benzilico, ésteres
de para-hidrobenzoato (parabenos), hidrocarboneto
gelificado, &cido citrico, esqualeno, lanolinas, glicerina,
6leo de mamona endurecido com polioxietileno, éster gordo de

sorbitano, glicerina gorda ésteres, gorduras animais e
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vegetais, O6leos, amido, tragacanto, derivados de celulose,
silicones, bentonites, acido silicico, talco, 6xido de zinco
e suas misturas.

[215] Exemplos de estabilizadores incluem, mas ndo estéo
limitados a carboidratos como, por exemplo, sacarose,
lactose e trealose, &lcools de aclcar, como, por exemplo,
manitol e sorbitol, aminoacidos como, por exemplo,
histidina, glicina, fenilalanina e arginina.

[216] Em uma modalidade da invencdo, a composicdo, a
composicao farmacéutica, o medicamento, a composicao
cosmética ou a composicédo cosmecéutica da invencdo podem ser
usadas em conjunto com sistemas de entrega que facilitam a
entrega dos agentes ao sistema nervoso central. Por exemplo,
varios melhoradores de permeabilidade da barreira
hematoencefdlica no sangue (BBB) podem ser utilizados para
aumentar transitdéria e reversivelmente a permeabilidade da
barreira hematoencefdlica a um agente de tratamento. Esses
melhoradores de permeabilidade da BRBRB incluem, entre outros,
leucotrienos, agonistas de bradicinina, histamina,
disruptores de Jjuncido estanques (por exemplo, zonulina,
zot), solucdes hiperosmdticas (por exemplo, manitol),
agentes contratantes citoesqueléticos e alquilglicerdis de
cadeia curta (por exemplo, 1-O-pentilglicerol). As vias
oral, sublingual, parenteral, de implantacdo, nasal e

inalatéria podem fornecer a entrega do agente ativo ao
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sistema nervoso central. Em algumas modalidades, 0s
compostos da presente invencdo podem ser administrados ao
sistema nervoso central com efeitos minimos no sistema
nervoso periférico.

[217] A barreira hematoencefdlica (BBB) é uma barreira
fisica e um sistema de mecanismos de transporte celular entre
0sS vasos sanguineos no sistema nervoso central (SNC) e a
maioria das &reas do prdéprio SNC. O BBB mantém a homeostase,
restringindo a entrada de produtos quimicos potencialmente
prejudiciais no sangue e permitindo a entrada de nutrientes
essenciais. No entanto, o BBB pode representar uma barreira
formidavel para a entrega de agentes farmacoldgicos ao SNC
para tratamento de disturbios ou manutencido ou aprimoramento
de funcdes cerebrais normais e desejaveis, como cognicéao,
aprendizado e memdria.

[218] Em uma modalidade, o inibidor, a composicédo, a
composicao farmacéutica, o medicamento, a composicao
cosmética ou a composicdo cosmecéutica sdo administrados em
uma forma de liberacdo sustentada. Em outra modalidade, a
composicdo, a composicdo farmacéutica ou o medicamento
compreende um sistema de entrega que controla a liberacédo do
modulador.

[219] Em uma modalidade, o inibidor, a composicédo, a
composicao farmacéutica, o medicamento, a composicao

cosmética ou a composicdo cosmecéutica da 1invencdo séo
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administrados em uma dose determinada pelo especialista na
técnica e adaptada pessoalmente a cada individuo.

[220] Serd entendido que o uso didrio total do inibidor,
a composicdo, a composicdo farmacéutica, o medicamento, a
composigdo cosmética ou a composicdo cosmecéutica da
presente invencdo serd decidido pelo médico assistente
dentro do escopo do julgamento médico correto. A gquantidade
terapeuticamente eficaz especifica para qualgquer paciente em
particular dependeréd de uma variedade de fatores, incluindo
a doenca a ser tratada e a gravidade da doenca; a composicdo
especifica empregada, a idade, peso corporal, saude geral,
sexo e dieta do individuo; o tempo de administracdo, via de
administracdo, a duracdo do tratamento; fArmacos utilizados
em combinacdo ou coincidentes com o inibidor, a composicéao,
a composicdo farmacéutica, o medicamento, a composicédo
cosmética ou a composicdo cosmecéutica da invencido; e fatores
semelhantes bem conhecidos nas técnicas médicas. Por
exemplo, estd bem dentro da habilidade da técnica iniciar
doses de um composto terapéutico em niveis inferiores aos
necessarios para alcancar o efeito terapéutico desejado e
aumentar gradualmente a dosagem até que o efeito desejado
seja alcancado; mas, pelo contrario, pode ser igualmente
util comecar com uma dose de carga, uma maneira de atingir
a concentracdo plasmdtica em estado estacionadrio mais

rapidamente e depois seguir com uma dose de manutencéo

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 92/256



83/219

calculada para compensar exatamente o efeito do processo de
eliminacéo.

[221] Em uma modalidade, uma quantidade terapeuticamente
eficaz do inibidor, a composicdo, a composicdo farmacéutica,
0 medicamento, a composicdo cosmética ou a composicéo
cosmecéutica da invencdo é administrada pelo menos uma vez
por dia, duas vezes por dia, pelo menos trés vezes por dia.

[222] Em outra modalidade, uma quantidade
terapeuticamente eficaz do inibidor, a composicédo, a
composicao farmacéutica, o medicamento, a composicao
cosmética ou a composicdo cosmecéutica da invencdo é
administrada a cada dois, trés, quatro, cinco, seis dias.

[223] Em outra modalidade, uma quantidade
terapeuticamente eficaz do inibidor, a composicédo, a
composicao farmacéutica, o medicamento, a composicao
cosmética ou a composicdo cosmecéutica da invencdo é
administrada duas vezes por semana, toda semana, a cada duas
semanas, uma vez pPor més.

[224] Em uma modalidade da invencdo, a quantidade diaria
do inibidor, a composicdo, a composicdo farmacéutica, o
medicamento, a composicéo cosmética ou a composicéao
cosmecéutica a ser administrada a um individuo varia de cerca
de 1 npg/dia a cerca de 100 mg/dia, de cerca de 1 npg/dia a
cerca de 50 mg/dia, de cerca de 1 nug/dia a cerca de 10

mg/dia, de cerca de 1 pg/dia a cerca de 9 mg/dia, de cerca
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de 1 pg/dia a cerca de 8 mg/dia, de cerca de 1 npg/dia a cerca
de 7 mg/dia, de cerca de 1 npg/dia a cerca de 6 mg/dia, de
cerca de 1 pg/dia a cerca de 5 mg/dia, de cerca de 1 ng/dia
a cerca de 4 mg/dia, de cerca de 1 ng/dia a cerca de 3
mg/dia, de cerca de 1 pg/dia a cerca de 2 mg/dia, de cerca
de 1 pg/dia a cerca de 1 mg/dia, de cerca de 1 npg/dia a cerca
de 100 npg/dia.

[225] Em uma modalidade da invencdo, a quantidade diaria
do inibidor, a composicdo, a composicdo farmacéutica, o
medicamento, a composicéo cosmética ou a composicéao
cosmecéutica a ser administrada a um individuo varia de cerca
de 1 ng/dia a cerca de 10 mg/dia, de cerca de 5 pg/dia a
cerca de 10 mg/dia, de cerca de 10 ng/dia a cerca de 7,5
mg/dia, de cerca de 10 ng/dia a cerca de 5 mg/dia, de cerca
de 10 npng/dia a cerca de 2,5 mg/dia, de cerca de 10 npg/dia a
cerca de 2 mg/dia, de cerca de 10 ng/dia a cerca de 1 mg/dia,
de cerca de 10 pg/dia a cerca de 0,75 mg/dia, de cerca de 10
ng/dia a cerca de 0,5 mg/dia, de cerca de 10 ng/dia a cerca
de 0,25 mg/dia.

[226] Em uma modalidade da invencdo, a quantidade diaria
do inibidor, a composicdo, a composicdo farmacéutica, o
medicamento, a composicéo cosmética ou a composicéao
cosmecéutica a ser administrada a um individuo varia de cerca
de 0,1 mg/dia a cerca de 2000 mg/dia , de cerca de 0,1 mg/dia

a cerca de 1500 mg/dia, de cerca de 0,1 mg/dia a cerca de
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1000 mg/dia, de cerca de 0,1 mg/dia a cerca de 500 mg/dia,
de cerca de 0,1 mg/dia a cerca de 200 mg/dia, de cerca de
0,5 mg/dia a cerca de 2000 mg/dia, de cerca de 0,5 mg/dia a
cerca de 1500 mg/dia, de cerca de 0,5 mg/dia a cerca de 1000
mg/dia, de cerca de 0,5 mg/dia a cerca de 500 mg/dia, de
cerca de 0,5 mg/dia a cerca de 200 mg/dia, de cerca de 1
mg/dia a cerca de 2000 mg/dia, de cerca de 1 mg/dia a cerca
de 1500 mg/dia, de cerca de 1 mg/dia a cerca de 1000 mg/dia,
de cerca de 1 mg/dia a cerca de 500 mg/dia, de cerca de 1
mg/dia a cerca de 200 mg/dia.

[227] Em uma modalidade da invencdo, a quantidade diaria
do inibidor, a composicdo, a composicdo farmacéutica, o
medicamento, a composicéo cosmética ou a composicéao
cosmecéutica a ser administrada a um individuo é de cerca de
1 pg/dia, cerca de 2 ug/dia, cerca de 4 pg/dia, cerca de 6
ng/dia, cerca de 8 nug/dia, cerca de 10 ng/dia, cerca de 15
ng/dia, cerca de 20 pg/dia, cerca de 20 pg/dia, cerca de 25
ng/dia, cerca de 25 pg/dia, cerca de 30 pg/dia, cerca de 35
ng/dia, cerca de 40 ng/dia, cerca de 45 ng/dia, cerca de 50
ng/dia, cerca de 55 ng/dia, cerca de 60 ng/dia, cerca de 60
ng/dia, cerca de 65 ng/dia, cerca de 70 ng/dia, cerca de 70
ng/dia, cerca de 75 pg/dia, cerca de 80 npg/dia, cerca de 85
ng/dia, cerca de 90 pg/dia, cerca de 95 ng/dia, cerca de 100
ng/dia, cerca de 150 nug/dia, cerca de 150 npg/dia, cerca de

200 ng/dia, cerca de 200 ng/dia, cerca de 250 ng/dia, cerca
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de 300 ug/dia, cerca de 350 ng/dia, cerca de 400 ng/dia,
cerca de 450 ng/dia, cerca de 500 ng/dia.

[228] Em uma modalidade da invencdo, a quantidade diaria
do inibidor, a composicdo, a composicdo farmacéutica, o
medicamento, a composicdo cosmética ou a composicédo
cosmecéutica a ser administrada a um individuo é de cerca de
0,1 mg/dia, 0,2 mg/dia, 0,3 mg/dia, 0,4 mg/dia, 0,5 mg/dia,
0,6 mg/dia, 0,7 mg/dia, 0,8 mg/dia, 0,9 mg/dia, 1 mg/dia, 2
mg/dia, 4 mg/dia, 6 mg/dia, 8 mg/dia, 10 mg/dia, 15 mg/dia,
20 mg/dia, 25 mg/dia, 30 mg/dia, 35 mg/dia, 40 mg/dia, 45
mg/dia, 50 mg/dia, 75 mg/dia, 100 mg/dia, 125 mg/dia, 150
mg/dia, 175 mg/dia, 200 mg/dia, 300 mg/dia, 400 mg/dia, 500
mg/dia, 600 mg/dia, 700 mg/dia, 800 mg/dia, 900 mg/dia, 1000
mg/dia, 1200 mg/dia, 1400 mg/dia, 1600 mg/dia, 1800 mg/dia,
2000 mg/dia.

[229] Em uma modalidade da invencdo, a quantidade diaria
do inibidor, a composicdo, a composicdo farmacéutica, o
medicamento, a composicéo cosmética ou a composicéao
cosmecéutica a ser administrada a um individuo varia de cerca
de 0,1 ug/kg/dia a cerca de 10 mg/kg/dia, de cerca de 0,1
ng/kg/dia a cerca de 5 mg/kg/dia, de cerca de 0,1 ng/kg/dia
a cerca de 1 mg/kg/dia, de cerca de 0,1 ng/kg/dia a cerca de
0,9 mg/kg/dia, de cerca de 0,1 nug/kg/dia a cerca de 0,8
mg/kg/dia, de cerca de 0,1 nug/kg/dia a cerca de 0,7

mg/kg/dia, de <cerca de 0,1 ng/kg/dia a cerca de 0,6
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mg/kg/dia, de cerca de 0,1 nug/kg/dia a cerca de 0,5
mg/kg/dia, de <cerca de 0,1 nug/kg/dia a cerca de 0,4
mg/kg/dia, de <cerca de 0,1 ug/kg/dia a <cerca de 0,3
mg/kg/dia, de <cerca de 0,1 ug/kg/dia a cerca de 0,2
mg/kg/dia, de <cerca de 0,1 nug/kg/dia a cerca de 0,1
mg/kg/dia, de cerca de 0,1 ng/kg/dia a cerca de 10 ng/kg/dia.

[230] Em uma modalidade da invencdo, a quantidade diaria
do inibidor, a composicdo, a composicdo farmacéutica, o
medicamento, a composicéo cosmética ou a composicéo
cosmecéutica a ser administrada a um individuo varia de cerca
de 0,1 ng/kg/dia a cerca de 1 mg/kg/dia, de cerca de 0,5
ng/kg/dia a cerca de 1 mg/kg/dia, de cerca de 1 nug/kg/dia a
cerca de 0,75 mg/kg/dia, de cerca de 1 ng/kg/dia a cerca de
0,5 mg/kg/dia, de cerca de 1 ng/kg/dia a cerca de 0,25
mg/kg/dia, de cerca de 1 ng/kg/dia a cerca de 0,2 mg/kg/dia,
de cerca de 1 ng/kg/dia a cerca de 0,1 mg/kg/dia, de cerca
de 1 nug/kg/dia a cerca de 0,075 mg/kg/dia, de cerca de 1
ng/kg/dia a cerca de 0,05 mg/kg/dia, de cerca de 1 ng/kg/dia
a cerca de 0,025 mg/kg/dia.

[231] Em uma modalidade da invencdo, a quantidade diaria
do inibidor, a composicdo, a composicdo farmacéutica, o
medicamento, a composicdo cosmética ou a composicédo
cosmecéutica a ser administrada a um individuo varia de cerca
de 0,01 mg/kg/dia a cerca de 20 mg/kg/dia, de cerca de 0,01

mg/kg/dia a cerca de 15 mg/kg/dia, de cerca de 0,01 mg/kg/dia
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a cerca de 12 mg/kg/dia, de cerca de 0,01 mg/kg/dia a cerca
de 10 mg/kg/dia, de cerca de 0,01 mg/kg/dia a cerca de 9
mg/kg/dia, de cerca de 0,01 mg/kg/dia a cerca de 8 mg/kg/dia,
de cerca de 0,01 mg/kg/dia a cerca de 7 mg/kg/dia, de cerca
de 0,01 mg/kg/dia a cerca de 6 mg/kg/dia, de cerca de 0,01
mg/kg/dia a cerca de 5 mg/kg/dia, de cerca de 0,01 mg/kg/dia
a cerca de 4 mg/kg/dia, de cerca de 0,01 mg/kg/dia a cerca
de 3 mg/kg/dia, de cerca de 0,01 mg/kg/dia a cerca de 2
mg/kg/dia, de cerca de 0,01 mg/kg/dia a cerca de 1 mg/kg/dia.

[232] Em uma modalidade da invencdo, a quantidade diaria
do inibidor, a composicdo, a composicdo farmacéutica, o
medicamento, a composicéo cosmética ou a composicéao
cosmecéutica a ser administrada a um individuo é de cerca de
0,1 nug/kg/dia, cerca de 0,2 nug/kg/dia, cerca de 0,4
ng/kg/dia, cerca de 0,6 ng/kg/dia, cerca de 0,8 ng/kg/dia,
cerca de 1 ng/kg/dia, cerca de 1,5 nug/kg/dia, cerca de 1,5
ng/kg/dia, cerca de 2,0 ng/kg/dia, cerca de 2,5 ng/kg/dia,
cerca de 3,0 ng/kg/dia, cerca de 3,5 ng/kg/dia, cerca de 4,0
ng/kg/dia, cerca de 4,5 ng/kg/dia, cerca de 5,0 ug/kg/dia,
cerca de 5,0 ng/kg/dia, cerca de 5,5 ng/kg/dia, cerca de 6,0
ng/kg/dia, cerca de 6,5 ng/kg/dia, cerca de 7,0 ug/kg/dia,
cerca de 7,5 ng/kg/dia, cerca de 7,5 ng/kg/dia, cerca de 8,0
ng/kg/dia, cerca de 8,5 ng/kg/dia, cerca de 9,0 ug/kg/dia,
cerca de 9,5 nug/kg/dia, cerca de 10,0 nug/kg/dia, cerca de

15,0 png/kg/dia, cerca de 15,0 pg/kg/dia, cerca de 20,0 pg/kg/
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dia, cerca de 25,0 ng/kg/dia, cerca de 30,0 ng/kg/dia, cerca
de 35,0 png/kg/dia, cerca de 40,0 ng/kg/dia, cerca de 45,0
ng/kg/dia, cerca de 50,0 ng/kg/dia.

[233] Em uma modalidade da invencdo, a quantidade diaria
do inibidor, a composicdo, a composicdo farmacéutica, o
medicamento, a composicéo cosmética ou a composicéao
cosmecéutica a ser administrada a um individuo é de cerca de
0,01 mg/kg/dia, cerca de 0,02 mg/kg/dia, cerca de 0,03
mg/kg/dia, cerca de 0,04 mg/kg/dia, cerca de 0,05 mg/kg/dia,
cerca de 0,06 mg/kg/dia, cerca de 0,07 mg/kg/dia, cerca de
0,07 mg/kg/dia, cerca de 0,08 mg/kg/dia, cerca de 0,09
mg/kg/dia, cerca de 0,1 mg/kg/dia, cerca de 0,2 mg/kg/dia,
cerca de 0,3 mg/kg/dia, cerca de 0,4 mg/kg/dia, cerca de 0,5
mg/kg/dia, cerca de 0,6 mg/kg/dia, cerca de 0,7 mg/kg/dia,
cerca de 0,8 mg/kg/dia, cerca de 0,9 mg/kg/dia, cerca de 1
mg/kg/dia, cerca de 1,5 mg/kg/dia, cerca de 2 mg/kg/dia,
cerca de 2,5 mg/kg/dia, cerca de 3 mg/kg/dia, cerca de 3,5
mg/kg/dia, cerca de 4 mg/kg/dia, cerca de 4,5 mg/kg/dia,
cerca de 5 mg/kg/dia, cerca de 6 mg/kg/dia, cerca de 7
mg/kg/dia, cerca de 8 mg/kg/dia, cerca de 9 mg/kg/dia, cerca
de 10 mg/kg/dia, cerca de 10 mg/kg/dia, cerca de 12
mg/kg/dia, cerca de 14 mg/kg/dia, cerca de 16 mg/kg/dia,
cerca de 18 mg/kg/dia, cerca de 20 mg/kg/dia.

[234] Em uma modalidade da invencdo, o inibidor, a

composicdo, a composicdo farmacéutica, o medicamento, a
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composicdo cosmética ou a composicdo cosmecéutica da
invencdo devem ser administrados em uma gquantidade de cerca
de 1 ug a cerca de 100 mg, de cerca de 1 png para cerca de 50
mg, de cerca de 1 ug a cerca de 10 mg, de cerca de 1 ug a
cerca de 9 mg, de cerca de 1 ng a cerca de 8 mg, de cerca de
1 ng a cerca de 7 mg, de cerca de 1 pg a cerca de 6 mg, de
cerca de 1 pug a cerca de 5 mg, de cerca de 1 pg a cerca de
4 mg, de cerca de 1 pg a cerca de 3 mg, de cerca de 1 pg a
cerca de 2 mg, de cerca de 1 ng a cerca de 1 mg, de cerca de
1 pg a cerca de 100 pg.

[235] Em uma modalidade da invencdo, o inibidor, a
composicdo, a composicdo farmacéutica, o medicamento, a
composigdo cosmética ou a composicdo cosmecéutica da
invencdo devem ser administrados em uma quantidade de cerca
de 1 ug a cerca de 10 mg, de cerca de 5 pg para cerca de 10
mg, de cerca de 10 ug a cerca de 7,5 mg, de cerca de 10 ng
a cerca de 5 mg, de cerca de 10 pg a cerca de 2,5 mg, de
cerca de 10 ug a cerca de 2 mg, de cerca de 10 pg a cerca de
1 mg, de cerca de 10 pg a cerca de 0,75 mg, de cerca de 10
ng a cerca de 0,5 mg, de cerca de 10 ug a cerca de 0,25 mg.

[236] Em outra modalidade, o inibidor, a composicado, a
composicao farmacéutica, o medicamento, a composicao
cosmética ou a composicdo cosmecéutica da invencédo devem ser
administrados em uma gquantidade de cerca de 0,02 mg a cerca

de 2000 mg, de cerca de 0,02 mg a cerca de 1500 mg, de cerca
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de 0,02 mg a cerca de 1000 mg, de cerca de 0,02 mg a cerca
de 500 mg, de cerca de 0,02 mg a cerca de 200 mg, de cerca
de 0,02 mg a cerca de 100 mg, de cerca de 0,02 mg a cerca de
50 mg, de cerca de 0,02 mg a cerca de 25 mg, de cerca de
0,02 mg a cerca de 10 mg, de cerca de 0,02 mg a cerca de 5
mg.

[237] Em outra modalidade, o inibidor, a composicado, a
composicao farmacéutica, o medicamento, a composicao
cosmética ou a composicédo cosmecéutica da invencédo devem ser
administrados em uma quantidade de cerca de 0,02 mg, 0,04
mg, 0,06 mg, 0,08 mg, 0,1 mg, 0,2 mg, 0,3 mg, 0,4 mg, 0,5
mg, 0,6 mg, 0,7 mg, 0,8 mg, 0,9 mg, 1 mg, 1,5 mg, 2 mg, 2,5
mg, 3 mg, 3,5 mg, 4 mg, 4,5 mg, 5 mg, 5,5 mg, 6 mg, 6,5 mg,
7 mng, 7,5 mg, 8 mg, 8,5 mg, 2 mg, 9,5 mg, 10 mg, 15 mg, 20
mg, 25 mg, 25 mg, 30 mg, 35 mg, 40 mg, 45 mg, 50 mg, 75 mg,
100 mg, 125 mg, 150 mg, 175 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 500
mg, 600 mg, 700 mg, 700 mg, 800 mg, 900 mg, 1000 mg, 1200
mg, 1400 mg, 1600 mg, 1800 mg, 2000 mg.

[238] Em uma modalidade, o método da invencdo é para um
tratamento crdonico. Em outra modalidade, o método da invencédo
é para um tratamento agudo.

[239] Em uma modalidade da invencdo, o individuo &
diagnosticado com uma doenca relacionada aos radicais livres

de oxigénio. Em outra modalidade da invencdo, o individuo
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estd em risco de desenvolver uma doenca relacionada aos
radicais livres de oxigénio.

[240] Em uma modalidade, o referido individuo é um
adulto, um adolescente, uma crianca, uma crianca pedquena ou
uma crianca recém-nascida.

[241] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para inibir a producdo de radicais livres de oxigénio em um
individuo necessitado, agindo sobre as mitocdndrias no sitio
I do complexo I, compreendendo a administracdo de uma
quantidade eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor
seletivo de producédo mitocondrial de ERO.

[242] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para inibir a producdo de radicais livres de oxigénio em um
individuo em necessidade, sem inibir a producdo de ERO
citosdlica, compreendendo a administracdo de uma quantidade
eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da
producdo mitocondrial de ERO.

[243] Outro objetivo da presente invencdo ¢ um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo de pelo menos uma doenga relacionada aos radicails
livres de oxigénio em um individuo em necessidade do mesmo,
compreendendo a administracdo de uma gquantidade eficaz no
individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da producéo

mitocondrial de ERO.
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[244] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo de pelo menos uma doenca relacionada aos radicais
livres de oxigénio em um individuo necessitado, agindo sobre
mitocdndrias no sitio Iy do complexo I, compreendendo a
administracdo de uma quantidade eficaz no individuo de um
inibidor ou seletivo inibidor da producdo mitocondrial de
ERO.

[245] Outro objetivo da presente invencdo ¢ um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo de pelo menos uma doenga relacionada aos radicails
livres de oxigénio em um individuo necessitado sem inibir a
producdo de ERO citosdlica, compreendendo a administracdo de
uma quantidade eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor
seletivo da producdo mitocondrial de ERO.

[246] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencao de doencas cardiovasculares relacionadas a
radicals livres de oxigénio em um individuo em necessidade
do mesmo, compreendendo a administracdo de uma gquantidade
eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da
producdo mitocondrial de ERO.

[247] Outro objetivo da presente invencdo ¢ um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou

prevencao de doencas cardiovasculares relacionadas a
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radicals livres de oxigénio em um individuo necessitado,
agindo sobre mitocdbndrias no sitio Iy do complexo I,
compreendendo a administracdo de uma gquantidade eficaz no
individuo de um inibidor ou inibidor seletivo de producéo
mitocondrial de ERO.

[248] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencao de doencas cardiovasculares relacionadas a
radicals livres de oxigénio em um individuo necessitado sem
inibir a producdo de ERO citosdlica, compreendendo a
administracdo de uma quantidade eficaz no individuo de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO.

[249] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo de infarto do miocdrdio em um individuo em
necessidade do mesmo, compreendendo a administracdo de uma
quantidade eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor
seletivo da producdo mitocondrial de ERO.

[250] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo de infarto do miocdrdio em um individuo em
necessidade do mesmo, agindo sobre as mitocdndrias no sitio

I do complexo I, compreendendo a administracdo de uma
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quantidade eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor
seletivo da producdo mitocondrial de ERO.

[251] Outro objetivo da presente invencdo ¢ um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo de infarto do miocdrdio em um individuo em
necessidade do mesmo sem inibir a producdo de ERO citosdlica,
compreendendo a administracdo de uma gquantidade eficaz no
individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da producéo
mitocondrial de ERO.

[252] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencédo de insuficiéncia cardiaca em um 1individuo em
necessidade do mesmo, compreendendo a administracdo de uma
quantidade eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor
seletivo da producdo mitocondrial de ERO.

[253] Outro objetivo da presente invencdo ¢ um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencédo de insuficiéncia cardiaca em um 1individuo em
necessidade, agindo sobre mitocdndrias no sitio Ig do
complexo I, compreendendo a administracdo de uma quantidade
eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da
producdo mitocondrial de ERO.

[254] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou

prevencdo de insuficiéncia cardiaca em um individuo
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necessitado sem inibir a producdo de ERO citosdlica,
compreendendo a administracdo de uma gquantidade eficaz no
individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da producéo
mitocondrial de ERO.

[255] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencéo de toxicidade cardiaca, preferencialmente
toxicidade cardiaca de antraciclinas, toxicidade cardiaca de
fadrmacos anticéncer, toxicidade cardiaca de quinolonas e/ou
toxicidade cardiaca de farmacos antivirais, mais
preferencialmente toxicidade cardiaca de antraciclinas em um
individuo em necessidade deste, compreendendo a
administracdo de uma quantidade eficaz no individuo de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO.

[256] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencéo de toxicidade cardiaca, preferencialmente
toxicidade cardiaca de antraciclinas, toxicidade cardiaca de
fadrmacos anticéncer, toxicidade cardiaca de quinolonas e/ou
toxicidade cardiaca de farmacos antivirais, mais
preferencialmente toxicidade cardiaca de antraciclinas em um
individuo em necessidade deste, atuando nas mitocdndrias no

sitio Iy do complexo I, compreendendo a administracdo de uma
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quantidade eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor
seletivo da producdo mitocondrial de ERO.

[257] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencéo de toxicidade cardiaca, preferencialmente
toxicidade cardiaca de antraciclinas, toxicidade cardiaca de
fadrmacos anticéncer, toxicidade cardiaca de quinolonas e/ou
toxicidade cardiaca de farmacos antivirais, mais
preferencialmente toxicidade cardiaca de antraciclinas em um
individuo em necessidade do mesmo sem inibir a producdo de
ERO citosdlica, compreendendo a administracdo de uma
quantidade eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor
seletivo da producdo mitocondrial de ERO.

[258] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo da hipertensdo pulmonar em um individuo em
necessidade do mesmo, compreendendo a administracdo de uma
quantidade eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor
seletivo da producdo mitocondrial de ERO.

[259] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencao da hipertensao pulmonar em  um individuo
necessitado, agindo sobre as mitocdbndrias no sitio Ig do

complexo I, compreendendo a administracdo de uma quantidade
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eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da
producdo mitocondrial de ERO.

[260] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo da hipertensdo pulmonar em um individuo em
necessidade do mesmo sem inibir a producdo de ERO citosdlica,
compreendendo a administracdo de uma gquantidade eficaz no
individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da producéo
mitocondrial de ERO.

[261] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo de lesdo de isquemia-reperfusdo em um individuo em
necessidade do mesmo, compreendendo a administracdo de uma
quantidade eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor
seletivo da producdo mitocondrial de ERO.

[262] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo de lesdo de isquemia-reperfusdo em um individuo
necessitado, agindo sobre as mitocdbndrias no sitio Ig do
complexo I, compreendendo a administracdo de uma quantidade
eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da
producdo mitocondrial de ERO.

[263] Outro objetivo da presente invencdo ¢ um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou

prevencdo de lesdo de isquemia-reperfusdo em um individuo em

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 108/256



99/219

necessidade, sem 1inibir a producdo de ERO citosdlica,
compreendendo a administracdo de uma gquantidade eficaz no
individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da producéo
mitocondrial de ERO.

[264] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo de doencas do envelhecimento em um individuo em
necessidade, compreendendo a administracdo de uma quantidade
eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da
producdo mitocondrial de ERO.

[265] Outro objetivo da presente invencdo ¢ um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo de doencas do envelhecimento em um individuo em
necessidade, agindo sobre as mitocdbndrias no sitio Ig do
complexo I, compreendendo a administracdo de uma quantidade
eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da
producdo mitocondrial de ERO.

[266] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para tratamento e/ou prevencdo; ou para o tratamento e/ou
prevencdo de doencas do envelhecimento em um individuo em
necessidade, sem 1inibir a producdo de ERO citosdlica,
compreendendo a administracdo de uma gquantidade eficaz no
individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da producéo

mitocondrial de ERO.
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[267] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para aumentar a secrecdo de insulina em um individuo em
necessidade, compreendendo a administracdo de uma quantidade
eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da
producdo mitocondrial de ERO.

[268] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para aumentar a secrecdo de insulina em um individuo em
necessidade, agindo sobre as mitocdbndrias no sitio Ig do
complexo I, compreendendo a administracdo de uma quantidade
eficaz de um inibidor ou inibidor seletivo da producéo
mitocondrial de ERO.

[269] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para aumentar a secrecdo de insulina em um individuo
necessitado sem inibir a producdo de ERO citosdlica,
compreendendo administrar uma quantidade eficaz de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO.

[270] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para proteger neurdnios em um individuo em necessidade do
mesmo, compreendendo a administracdo de uma quantidade
eficaz no individuo de um inibidor ou inibidor seletivo da
producdo mitocondrial de ERO.

[271] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para proteger neurdnios em um individuo em necessidade do

mesmo, agindo nas mitocdbndrias no sitio Ig do complexo I,
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compreendendo a administracdo de uma quantidade eficaz de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO.

[272] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para proteger neurdnios em um individuo em necessidade do
mesmo, sem inibir a producdo de ERO citosdlica, compreendendo
administrar uma quantidade eficaz de um inibidor ou inibidor
seletivo da producdo mitocondrial de ERO.

[273] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para preservar oOorgdos, tecidos Dbioldégicos e/ou células
vivas, preferencialmente antes de um procedimento de
transplante, compreendendo o contato dos referidos oérgéos,
tecidos bioldgicos e/ou células vivas com um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO.

[274] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para preservar oOorgdos, tecidos Dbioldégicos e/ou células
vivas, de preferéncia antes de um ©procedimento de
transplante, atuando nas mitocdndrias no sitio Ig do complexo
I, compreendendo o contato dos referidos 6rgdos, tecidos
bioldgicos e/ou células vivas com um inibidor ou inibidor
seletivo da producdo mitocondrial de ERO.

[275] Outro objetivo da presente invencdo é um método
para preservar oOorgdos, tecidos Dbioldégicos e/ou células
vivas, de preferéncia antes de um ©procedimento de

transplante, sem inibir a producdo de ERO citosdlica,
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compreendendo o contato desses oérgdos, tecidos bioldgicos
e/ou células vivas com um inibidor ou seletivo. inibidor da
producdo mitocondrial de ERO.

[276] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para inibir
a producédo de radicais livres de oxigénio em um individuo em
necessidade, agindo sobre as mitocdbndrias no sitio Ig do
complexo I.

[277] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para inibir
a producédo de radicais livres de oxigénio em um individuo em
necessidade, sem inibir a producdo de ERO citosélica.

[278] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo de pelo menos uma doenga relacionada aos radicails
livres de oxigénio.

[279] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo de pelo menos uma doencga relacionada aos radicais
livres de oxigénio, atuando nas mitocdndrias no sitio Iy do
complexo I.

[280] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou

inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
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tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo de pelo menos uma doenga relacionada aos radicails
livres de oxigénio sem inibir a producdo de ERO citosélica.

[281] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencao de pelo menos uma doenca cardiovascular
relacionada a radicais livres de oxigénio.

[282] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencao de pelo menos uma doenca cardiovascular
relacionada a radicais 1livres de oxigénio, atuando nas
mitocdbndrias no sitio Ig do complexo TI.

[283] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencao de pelo menos uma doenca cardiovascular
relacionada a radicals 1livres de oxigénio sem inibir a
producdo de ERO citosdlica.

[284] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou

prevencdo de infarto do miocéardio.
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[285] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo de infarto do miocdrdio, atuando nas mitocdndrias
no sitio Ig do complexo I.

[286] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo de infarto do miocdrdio sem inibir a producdo de
FERO citosélica.

[287] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo de insuficiéncia cardiaca.

[288] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencéo de insuficiéncia cardiaca, atuando nas
mitocdbndrias no sitio Ig do complexo TI.

[289] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencédo de insuficiéncia cardiaca sem inibir a producgdo de

ERO citosodlica.
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[290] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencéo de toxicidade cardiaca, preferencialmente
toxicidade cardiaca de antraciclinas, toxicidade cardiaca de
fadrmacos anticéncer, toxicidade cardiaca de quinolonas e/ou
toxicidade cardiaca de farmacos antivirais, mais
preferencialmente toxicidade cardiaca de antraciclinas.

[291] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencéo de toxicidade cardiaca, preferencialmente
toxicidade cardiaca de antraciclinas, toxicidade cardiaca de
fadrmacos anticéncer, toxicidade cardiaca de quinolonas e/ou
toxicidade cardiaca de farmacos antivirais, mais
preferencialmente toxicidade <cardiaca de antraciclinas,
atuando nas mitocdndrias em Iy do complexo I.

[292] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencéo de toxicidade cardiaca, preferencialmente
toxicidade cardiaca de antraciclinas, toxicidade cardiaca de
fadrmacos anticéncer, toxicidade cardiaca de quinolonas e/ou

toxicidade cardiaca de farmacos antivirais, mais
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preferencialmente toxicidade cardiaca de antraciclinas sem
inibir a producédo de ERO citosédélica.

[293] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo da hipertensédo pulmonar.

[294] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo da hipertensdo pulmonar, atuando nas mitocdndrias
no sitio Iy do complexo I.

[295] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo da hipertensdo pulmonar sem inibir a producdo de
FERO citosélica.

[296] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo de lesdes de isquemia-reperfuséo.

[297] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo de lesdes de isquemia-reperfusdo, agindo nas

mitocdbndrias no sitio Ig do complexo TI.
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[298] Outro objetivo da presente invencdo é um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo de lesdo de isquemia-reperfusdo sem inibir a
producdo de ERO citosdlica.

[299] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo de doencas do envelhecimento.

[300] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencao de doencas do envelhecimento, atuando nas
mitocdbndrias no sitio Ig do complexo TI.

[301] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratamento e/ou prevencdo; ou para uso no tratamento e/ou
prevencdo de doencas do envelhecimento sem inibir a producéo
de ERO citosdlica.

[302] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
aumentar a secrecdo de insulina.

[303] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou

inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
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aumentar a secrecédo de insulina, agindo sobre as mitocdndrias
no sitio Ig do complexo I.

[304] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
aumentar a secrecdo de insulina sem inibir a producdo de ERO
citosdblica.

[305] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
proteger os neurdnios.

[306] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
proteger os neurdnios, atuando nas mitocdndrias no sitio Ig
do complexo I.

[307] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
proteger o©os neurdnios sem inibir a producdo de ERO
citosdblica.

[308] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
preservar o6rgdos, tecidos bioldgicos e/ou células vivas,
preferencialmente antes de um procedimento de transplante.

[309] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para

preservar Orgaos, tecidos bioldégicos e/ou células vivas,

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 118/256



109/219

preferencialmente antes de um procedimento de transplante,
atuando nas mitocdndrias no sitio Ig do complexo I.

[310] Outro objetivo da invencdo ¢é um inibidor ou
inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
preservar Orgaos, tecidos bioldégicos e/ou células vivas,
preferencialmente antes de um procedimento de transplante,
sem inibir a producdo de ERO citosdlica.

[311] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
inibir a producdo de radicais 1livres de oxigénio em um
individuo necessitado, atuando nas mitocdndrias no sitio Ig
do complexo I.

[312] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
inibir a producdo de radicais 1livres de oxigénio em um
individuo em necessidade, sem inibir a producdo de ERO
citosdblica.

[313] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratar e/ou prevenir pelo menos uma doenca relacionada aos
radicais livres de oxigénio.

[314] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para o

tratamento e/ou prevencdo de pelo menos uma doenca
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relacionada aos radicais livres de oxigénio, atuando nas
mitocdbndrias no sitio Ig do complexo TI.

[315] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratar e/ou prevenir pelo menos uma doenca relacionada aos
radicais 1livres de oxigénio sem inibir a producdo de ERO
citosdblica.

[316] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratar e/ou prevenir pelo menos uma doenca cardiovascular
relacionada a radicais livres de oxigénio.

[317] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratar e/ou prevenir pelo menos uma doenca cardiovascular
relacionada a radicais 1livres de oxigénio, atuando nas
mitocdbndrias no sitio Ig do complexo TI.

[318] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratar e/ou prevenir pelo menos uma doenca cardiovascular
relacionada a radicals 1livres de oxigénio sem inibir a
producdo de ERO citosdlica.

[319] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de

ERO para o tratamento e/ou prevencdo de infarto do miocérdio.
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[320] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO para tratamento e/ou prevencdo de infarto do miocéardio,
agindo sobre as mitocdndrias no sitio Ip do complexo I.

[321] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO para tratar e/ou prevenir infarto do miocardio sem inibir
a produgdo de ERO citosdlica.

[322] Outro objetivo da presente invencdo é o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO para tratamento e/ou prevencdo de insuficiéncia
cardiaca.

[323] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO para tratar e/ou prevenir a insuficiéncia cardiaca,
agindo sobre as mitocdndrias no sitio Ip do complexo I.

[324] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO para tratar e/ou prevenir a insuficiéncia cardiaca sem
inibir a producédo de ERO citosédélica.

[325] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO para tratamento e/ou prevencdo de toxicidade cardiaca,
preferencialmente toxicidade <cardiaca de antraciclinas,

toxicidade cardiaca de farmacos anticéancer, toxicidade
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cardiaca de quinolonas e/ou toxicidade cardiaca de farmacos
antivirais, mais preferencialmente toxicidade cardiaca de
antraciclinas.

[326] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO para tratamento e/ou prevencdo de toxicidade cardiaca,
preferencialmente toxicidade <cardiaca de antraciclinas,
toxicidade <cardiaca de farmacos anticéncer, toxicidade
cardiaca de quinolonas e/ou toxicidade cardiaca de farmacos
antivirais, mais preferencialmente toxicidade cardiaca de
antraciclinas, atuando nas mitocdndrias no sitio Ig do
complexo I.

[327] Outro objetivo da presente invencdo é o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO para tratamento e/ou prevencdo de toxicidade cardiaca,
preferencialmente toxicidade <cardiaca de antraciclinas,
toxicidade <cardiaca de farmacos anticéncer, toxicidade
cardiaca de quinolonas e/ou toxicidade cardiaca de farmacos
antivirais, mais preferencialmente toxicidade cardiaca de
antraciclinas sem inibir a producdo de ERO citosélica.

[328] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para o
tratamento e/ou prevencdo da hipertensdo pulmonar.

[329] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor

ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
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tratamento e/ou prevencdo da hipertensdo pulmonar, agindo
sobre as mitocdndrias no sitio Ig do complexo I.

[330] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratar e/ou prevenir a hipertensdo pulmonar sem inibir a
producdo de ERO citosdlica.

[331] Outro objetivo da presente invencdo é o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO para tratamento e/ou prevencdo de lesdo por isquemia-
reperfusao.

[332] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO para tratamento e/ou prevencdo de lesdo de isgquemia-
reperfusdo, agindo sobre as mitocbdbndrias no sitio Ig do
complexo I.

[333] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO para tratamento e/ou prevencdo de lesdo de isgquemia-
reperfusdo sem inibir a producdo de ERO citosédlica.

[334] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para o
tratamento e/ou prevencdo de doencas do envelhecimento.

[335] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor

ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
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tratamento e/ou prevencdo de doencas do envelhecimento,
atuando nas mitocdndrias no sitio Ig do complexo I.

[336] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
tratar e/ou prevenir doencas do envelhecimento sem inibir a
producdo de ERO citosdlica.

[337] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
aumentar a secrecdo de insulina.

[338] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
aumentar a secrecdo de insulina, agindo sobre as mitocdndrias
no sitio Iy do complexo I.

[339] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
aumentar a secrecdo de insulina sem inibir a producdo de ERO
citosdblica.

[340] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
proteger os neurdnios.

[341] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
proteger os neurdnios, atuando nas mitocdndrias no sitio Ig

do complexo I.
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[342] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
proteger o©os neurdnios sem inibir a producdo de ERO
citosdblica.

[343] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
preservar Orgaos, tecidos bioldégicos e/ou células vivas,
preferencialmente antes de um procedimento de transplante.

[344] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
preservar o6rgdos, tecidos bioldgicos e/ou células vivas,
preferencialmente antes de um procedimento de transplante,
atuando nas mitocdndrias no sitio Ig do complexo I.

[345] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO para
preservar o6rgdos, tecidos bioldgicos e/ou células vivas,
preferencialmente antes de um procedimento de transplante,
sem inibir a producdo de ERO citosdlica.

[346] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para inibir a producdo de
radicals livres de oxigénio em um individuo necessitado,
atuando nas mitocdndrias no sitio Ig do complexo I.

[347] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor

ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
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fabricacdo de um medicamento para inibir a producdo de
radicals livres de oxigénio em um individuo em necessidade,
sem inibir a producdo de ERO citosdlica.

[348] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou prevencdo
de pelo menos uma doenca relacionada aos radicais livres de
oxigénio.

[349] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou prevencdo
de pelo menos uma doenca relacionada aos radicais livres de

oxigénio, atuando nas mitocdndrias no sitio Ig do complexo

[350] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou prevencdo
de pelo menos uma doenca relacionada aos radicais livres de
oxigénio sem inibir a producdo de ERO citosdlica.

[351] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou prevencdo
de pelo menos uma doenca cardiovascular relacionada a

radicais livres de oxigénio.
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[352] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou prevencdo
de pelo menos uma doenca cardiovascular relacionada a
radicais livres de oxigénio, atuando nas mitocdndrias no Ig
complexo I.

[353] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou prevencdo
de pelo menos uma doenca cardiovascular relacionada a
radicais 1livres de oxigénio sem inibir a producdo de ERO
citosdblica.

[354] Outro objetivo da presente invencdo é a utilizacéo
de um inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial
de ERO na fabricacdo de um medicamento para o tratamento
e/ou prevencdo de infarto do miocérdio.

[355] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou
prevencdo de infarto do miocérdio, agindo sobre as
mitocdbndrias no sitio Ig do complexo TI.

[356] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de

ERO na fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou
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prevencdo de infarto do miocdrdio sem inibir a producdo de
FERO citosélica.

[357] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou
prevencdo de insuficiéncia cardiaca.

[358] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou
prevencéo de insuficiéncia cardiaca, atuando nas
mitocdbndrias no sitio Ig do complexo TI.

[359] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou
prevencédo de insuficiéncia cardiaca sem inibir a producgdo de
FERO citosélica.

[360] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou
prevencéo de toxicidade cardiaca, preferencialmente
toxicidade cardiaca de antraciclinas, toxicidade cardiaca de
farmacos anticéancer, toxicidade de quinolonas e/ou
toxicidade cardiaca de farmacos antivirais, mais

preferencialmente toxicidade cardiaca de antraciclinas.
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[361] Outro objetivo da presente invencdo é o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou
prevencéo de toxicidade cardiaca, preferencialmente
toxicidade cardiaca de antraciclinas, toxicidade cardiaca de
farmacos anticéancer, toxicidade de quinolonas e/ou
toxicidade cardiaca de farmacos antivirais, mais
preferencialmente toxicidade <cardiaca de antraciclinas,
atuando nas mitocdndrias no sitio Ig do complexo I.

[362] Outro objetivo da presente invencdo & o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou
prevencéo de toxicidade cardiaca, preferencialmente
toxicidade cardiaca de antraciclinas, toxicidade cardiaca de
farmacos anticéancer, toxicidade de quinolonas e/ou
toxicidade cardiaca de farmacos antivirais, mais
preferencialmente toxicidade cardiaca de antraciclinas sem
inibir a producédo de ERO citosédélica.

[363] Outro objetivo da invencdo é a utilizacdo de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou
prevencdo da hipertensédo pulmonar.

[364] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na

fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou prevencdo
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da hipertensdo pulmonar, atuando nas mitocdndrias no sitio
Iy do complexo I.

[365] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou prevencdo
da hipertensdo pulmonar sem 1inibir a producdo de ERO
citosdblica.

[366] Outro objetivo da presente invencdo é a utilizacéo
de um inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial
de ERO na fabricacdo de um medicamento para o tratamento
e/ou prevencdo de lesdes por isquemia-reperfuséo.

[367] Outro objetivo da presente invencdo ¢ o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou
prevencdo de lesdo de isquemia-reperfusdo, atuando nas
mitocdbndrias no sitio Ig do complexo TI.

[368] Outro objetivo da presente invencdo é o uso de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para tratamento e/ou
prevencdo de lesdo de isquemia-reperfusdo sem inibir a
producdo de ERO citosdlica.

[369] Outro objetivo da invencdo é a utilizacdo de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou

prevencdo de doencas do envelhecimento.
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[370] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou prevencdo
de doencas do envelhecimento, atuando nas mitocdndrias no
sitio Ig do complexo I.

[371] Outro objetivo da invencdo é a utilizacdo de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou
prevencdo de doencas do envelhecimento sem inibir a producédo
de ERO citosdlica.

[372] Outro objetivo da invencdo é a utilizacdo de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para aumentar a secrecéo
de insulina.

[373] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para aumentar a secrecdo de

insulina, atuando nas mitocdndrias no sitio Ig do complexo

[374] Outro objetivo da invencdo é a utilizacdo de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para aumentar a secrecéo

de insulina sem inibir a producdo de ERO citosdlica.
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[375] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para a protecdo de neurdnios.

[376] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para proteger os neurdnios,
atuando nas mitocdndrias no sitio Ig do complexo I.

[377] Outro objetivo da invencdo é a utilizacdo de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para proteger neurdnios
sem inibir a producdo de ERO citosdlica.

[378] Outro objetivo da invencdo é a utilizacdo de um
inibidor ou inibidor seletivo da producdo mitocondrial de
ERO na fabricacdo de um medicamento para preservar orgdos,
tecidos bioldgicos e/ou células vivas, preferencialmente
antes de um procedimento de transplante.

[379] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na
fabricacdo de um medicamento para preservacdo de orgdos,
tecidos bioldgicos e/ou células vivas, preferencialmente
antes de um procedimento de transplante, atuando nas
mitocdbndrias no sitio Ig do complexo TI.

[380] Outro objetivo da invencdo é o uso de um inibidor
ou 1inibidor seletivo da producdo mitocondrial de ERO na

fabricacdo de um medicamento para preservar érgidos, tecidos
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bioldgicos e/ou células vivas, preferencialmente antes de um
procedimento de transplante, sem inibir a producdo de ERO
citosdlica.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[381] A Figura 1 ilustra a auséncia de efeito da AOL (5-
(d-metoxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-tiona) na respiracéo
mitocondrial. Painel A: Apds incubacd&o na presenca de AOQOL
(20 pM neste exemplo), mitocdbndrias isoladas de coracédo de
camundongo estavam oxidando glutamato + malato (GM) como
substrato. A fosforilacdo foi desencadeada pelo difosfato de
adenosina (ADP) e interrompida pela atractillosida (ATR), um
inibidor especifico do translocador de adenina. Painéis B a
D: O estudo cléssico da fosforilacdo oxidativa mitocondrial
na presenca de varios substratos respiratdérios foil realizado
na presenca de concentracdes crescentes de AOL (de 5 a 80
M) . N&o houve diferencas estatisticas na respiracéo
mitocondrial sob os diferentes estados energéticos apds a
adicdo da AQOL. A taxa de oxidacdo apds a adicdo de ADP
reflete a atividade de sintese de adenosina trifosfato (ATP)
das mitocdndrias isoladas.

[382] A Figura 2 apresenta o0s principails sitios de
producdo de radicais de oxigénio por mitocdndrias isoladas
na presenca de substratos dos complexos I e III na presenca
de ATR (estado 4) para obter a producdo méxima de ERO

mitocondrial. Como dito anteriormente, a producdo de ERO
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mitocondrial é altamente dependente da atividade e condicdes
mitocondriais. Embora a AOL tenha sido testada sob inumeras
condicdes, por uma questdo de clareza, optamos por apresentar
agul apenas os resultados mais demonstrativos. A presenca de
todos os substratos (isto é, glutamato, malato e succinato),
dando os elétrons para toda a cadeia, é& a mais prdédxima das
condicgdes in situ na célula. Sob essas condicgcdes de
substrato, avaliamos o efeito da presenca de AOL na producdo
de ERO pela cadeia completa sob ATR (inibicdo da
fosforilacdo: producdo méxima) e pelo complexo I (inibido
pela rotenocna) e complexo II (inibido pela Antimicina) UMA) .
As cores se referem a Figura 3.

[383] A Figura 3 apresenta o efeito da AQOL (5 a 80 uM)
na producdo de ERO/H202 por mitocdndrias isoladas na presenca
de substratos dos complexos I e II na presenca de ATR (estado
4), efeito de rotenona, antimicina A e mixotiazol. Na
auséncia de inibidores especificos dos complexos, a producdo
de ERO é méxima e provém principalmente do transporte reverso
de elétrons no sitio Ip (veja a Figura 4). Apds a adicdo de
rotenona, dque 1inverte especificamente o transporte de
elétrons pela inibicdo do Ig, a producdo diminui e ocorre
quase inteiramente no sitio IIIg. A adicldo subsequente de
Antimicina A, que bloqueia a transferéncia dos elétrons para

0 oxigénio, aumenta a producdo de ERO no sitio IIlg e,

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 134/256



125/219

finalmente, o mixotiazol bloqueia a producdo de ERO no sitio
IITIoc (consulte a Figura 2 para obter detalhes).

[384] A Figura 4 é um esquema que apresenta o sitio de
acdo da AOL na producdo de mitocdndrias ERO e os sitios onde
a AOL tem pouca ou nenhuma acdao.

[385] A Figura 5 é um histograma mostrando o efeito de
10 e 20 pM de AOL na secrecdo de insulina estimulada por
glicose (GSIS) em ilhotas isoladas de camundongos machos
C57B1/6J. A combinacdo de trés experiéncias ¢é exibida.
Ilhotas de dois camundongos para cada experimento; cinco
ilhotas cada cavidade; guatro a seis cavidades cada condicéo.
Os dados de secrecdo de insulina foram normalizados para o
grupo Glc-Veh 11 mM, que foi considerado 100%. * p < 0,05,
** p < 0,01 e *** p < 0,001 versus 3 mM de Glc-Veh; #p <
0,05, ## p < 0,01 e ### p < 0,001 versus 11 mM de Glc-Veh;
ANOVA unidirecional e teste pdbs-hoc de Bonferroni.

[386] A Figura 6 & um histograma mostrando a massa gorda
determinada apds 3 semanas de tratamento. A massa gorda é
expressa em gramas (g). Os dados sdo expressos como média =*
SEM.

[387] A Figura 7 & um histograma mostrando a massa magra
determinada apds 3 semanas de tratamento. A massa magra é
expressa em gramas (g). Os dados sdo expressos como média =*

SEM.
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[388] A Figura 8 é um grafico que mostra o efeito do
tratamento crdénico com AOL (5 mg/kg e 10 mg/kg) nas respostas
a glicose durante um teste de tolerédncia a insulina (ITT).
O grafico representa alteracdes nos niveis de glicose no
sangue durante uma ITT. Os dados sdo expressos como média *
SEM.

[389] A Figura 9 é um histograma mostrando o efeito da
AQOL nos niveis de glicose no sangue. Apds cinco semanas de
tratamento, a glicemia fol medida em camundongos em jejum de
2 horas. Os dados sdo expressos como média + SEM.

[390] A Figura 10 é um histograma mostrando o efeito
neuroprotetor da AOL (5 mg/kg bid por 11 dias) nas contagens
de células TH positivas no SN em camundongos tratados com
MPTP. Dados expressos como média + SEM (n = 10-11) e
analisados usando ANOVA de medidas repetidas unidirecionais
seguidas pelo teste de comparacdo multipla de Dunnett. ** P
< 0,01; *** P < 0,001 c.f. Veiculo MPTP +.

[391] A Figura 11 é um grafico que mostra o efeito da
AQL na recuperacdo da contratilidade cardiaca durante a fase
de reperfusdo apds isquemia. Os dados sd0 expressos Ccomo
média * SEM para controle (preto) e tratado com AOL (cinza)
para 6 experiéncias independentes.

[392] A Figura 12 é um grafico que mostra o efeito da
AQOL no tamanho do infarto das fatias de coracdes isquémicos.

No final do periodo de reperfusdo, os coracdes foram corados
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com cloreto de trifeniltetrazdélio (TTC). O tecido vivo parece
vermelho, enquanto o tecido danificado parece branco.

[393] A Figura 13 ¢ um conjunto de dois graficos que
mostram o efeito do tratamento da AOL na pressdo arterial
pulmonar e na remodelacdo do coracdo. Painel A: efeito da
AQOL (colunas tracejadas) na pressdo arterial pulmonar média
(mPAP) medida em camundongos normdxicos (N, colunas
brancas), camundongos hipéxicos crdnicos (CH, colunas cinza
claro) e camundongos tratados com monocrotalina (MCT, cinza
escuro) colunas). Painel B: hipertrofia ventricular direita
expressa como o indice de Fulton (isto &, proporcdo do peso
do ventriculo direito (VD) em relacdo ao ventriculo esquerdo
mais o peso do septo (VE + S)). n é& o numero de camundongos.
*, ** e *** qndicam uma diferenca significativa para P <
0,05, 0,01 e 0,0001, respectivamente, contra N. ### indica
uma diferenca significativa para P < 0,05 versus CH. T e ff7
indicam uma diferenca significativa para P < 0,05 e 0,01,
respectivamente, contra N + AQOL. * indica uma diferenca
significativa para P < 0,05 versus MCT.

[394] A Figura 14 é um conjunto de graficos gue mostram
o efeito da AOL no remodelamento das artérias pulmonares
(AP). O efeito da AOL (colunas tracejadas) no remodelamento
da PA foi avaliado medindo-se a porcentagem da espessura
medial da PA em camundongos normbébxicos (N, colunas brancas),

camundongos hipdxicos crdnicos (CH, colunas cinza claro) e
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camundongos tratados com monocrotalina (MCT, escuro) colunas
cinza). As artérias intraacinares observadas para estimar o
remodelamento da AP foram separadas em trés grupos com
didmetros transversais diferentes (Painel A: abaixo de 50
um; Painel B: entre 50 a 100 pm; Painel C: entre 100 e 150
um). n & o numero de embarcacdes. *, ** e *** indicam uma
diferenca significativa para P < 0,05, 0,01 e 0,0001,
respectivamente, contra N. ## e ### indicam uma diferenca
significativa para P < 0,01 e 00,0001 versus CH. uma diferenca
significativa para P < 0,05 e 0,01, respectivamente, contra
N + AOL. F indica uma diferenca significativa para P < 0,05
versus MCT.

[395] A Figura 15 é um conjunto de graficos gque mostram
o efeito da AOL na espessura da camada nuclear externa (ONL)
da retina, na degeneracdo progressiva da retina induzida
pela luz. Painel A: efeito do veiculo e da AOL em animais
"ndo transferidos". Os animals foram criados sob iluminacéo
ciclica de baixa intensidade e receberam injecdes de veiculo
ou AQOL trés vezes ao dia durante 7 dias. Quinze dias apds o
final do tratamento, foil realizada anédlise histoldgica da
retina. Os dados sdo expressos como média * espessura SEM do
ONL, para animais ndo tratados (cinza <claro, pontos
quadrados), animais tratados com veiculo (cinza escuro,
pontos triangulares) e animais tratados com AOL (preto,

pontos redondos), em pm, de nervo 6tico e a cada 0,39 mm nos
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polos superior e inferior do disco ético. Painel B: efeito
do veiculo e da AOL em animais "transferidos”. Os animais
foram criados sob iluminacédo ciclica de baixa intensidade e
transferidos para raios ciclicos de alta intensidade por 7
dias, durante os quails receberam injecdes de veiculo ou AOL
trés vezes ao dia. No final do tratamento, os animais foram
transferidos de volta sob condicdes de iluminacdo ciclica de
baixa intensidade e a anédlise histolégica da retina foi
realizada quinze dias depois. 0Os dados sdo exXpressos COmo
média * espessura SEM do ONL, para animais ndo tratados
(cinza <c¢laro, pontos quadrados), animais tratados com
veiculo (cinza -escuro, pontos triangulares) e animais
tratados com AOL (preto, pontos redondos), em um, de nervo
6tico e a cada 0,39 mm nos polos superior e inferior do disco
6btico.

[396] A Figura 16 & um conjunto de graficos gque mostram
uma experiéncia de S0OD2-KO de vida util em quatro grupos de
camundongos (WT-KOL: camundongos do tipo selvagem tratados
com veliculo; WT-AOL: camundongos do tipo selvagem tratados
com AQL; KO-KOL: S0D2- Camundongos KO tratados com veiculo;
camundongos KO-AQOL: S0OD2-KO tratados com AQOL). Os dados sao
expressos como valores médios. Painel A: evolucdo do peso
corporal dos camundongos, em gramas ao longo do tempo, em
dias. Painel B: corrigido pela linha de base do peso corporal

dos camundongos, como uma porcentagem do ganho de peso ao
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longo do tempo, em dias. Painel C: proporcido de sobrevida
entre os grupos KO-KOL e KO-AQOL, em porcentagem ao longo do
tempo, em dias.

[397] A Figura 17 é um grafico que mostra a atividade da
succinato desidrogenase (SDH) no coracdo, entre cinco grupos
de camundongos (WT-KOL: camundongos do tTipo selvagem
tratados com veiculo; WT-AOL: camundongos do tipo selvagem
tratados com AOL; KO-KOL: Camundongos S0OD2-KO tratados com
veiculo; KO-AOL: camundongos S0D2-KO tratados com AOL; WT:
camundongos ndo tratados do tipo selvagem). A densidade 6tica
da reacdo SDH amostrada de cortes cardiacos foi medida com
o software de processamento de imagem Image Analyst MKII
(Akos). Esta densidade foil expressa na forma de nivel médio
de cinza, em que nivel médio de cinza = soma de cinza/ntmero
de pixels medidos. Os dados sédo expressos como valores médios
da densidade 6tica medida.

[398] A Figura 18 é um conjunto de graficos mostrando a
coloracdo 01l Red O de fatias de figado de camundongos WT e
SOD2-K0O, tratados ou ndo com AOL. O histograma representa o
tamanho médio das goticulas de 1lipidios (Painel A), a
densidade das goticulas (numero de goticulas/&rea hepéatica)
(Painel B) e a &rea lipidica total (tamanho médio x numero
de goticulas) (Painel C).

[399] A Figura 19 mostra o efeito de AOX na oxidacao

mitocondrial. Um experimento tipico mostrando respiracédo
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mitocondrial sob varias condicdes de fosforilacdo oxidativa
na presenca de AOX ¢é mostrado na Figura 19A. AO0X foi
adicionado as mitocbdndrias para uma incubacdo de 5 minutos
antes do ensaio de fosforilacdo oxidativa. O consumo de
oxigénio (traco c¢inza escuro) inicia apds a adicdo do
substrato (GM: Glutamato-Malato) e é ativado pelo ADP (estado
de fosforilacédo). A fosforilacdo ¢é interrompida pelo ATR
(atractillosideo) e a baixa respiracdo residual reflete a
integridade da membrana interna mitocondrial. A Figura 19B
apresenta a evolucdo das taxas de oxidacdo mitocondrial
durante os diferentes estados respiratdédrios descritos acima
(substratos Succ/ROT: GM, succinato e rotenona) na presenca
de concentracdes crescentes de AOX no DMSO.

[400] A Figura 20 mostra o efeito de AOX na fosforilacéo
de ATP mitocondrial. A taxa de fosforilacdo foli medida
simultaneamente com a taxa de oxidacdo, como descrito
anteriormente em Gouspillou et al. (2014. Aging Cell. 13
(1): 39-48) e os efeitos de concentracdes crescentes de AOX
foram relatados. Os resultados s8o0 expressos Ccomo uma
porcentagem relativa ao controle da unidade de pH/s de
evolucéao.

[401] A Figura 21 mostra o efeito do aumento das
concentracdes de AOX na producdo de radicais de oxigénio por
mitocdndrias isoladas na presenca de substratos dos

complexos I e ITI (glutamato, malato e succinato) na presenca
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de ATR, portanto sob condicdes de maior producdo pelo
complexo I. A medicdo da ERO produzida pelas mitocdndrias
fol realizada usando o sistema clédssico de peroxidase-Amplex
Red, que mede a aparéncia de H202 pela oxidacdo de Amplex Red
dando resorufina fluorescente (ver Figura 22B).

[402] A Figura 22 mostra a auséncia de efeito de AOX na
FRO n&o mitocondrial em um ensaio in vitro, em comparacio
com AOL e Oltipraz. ERO/H202 ndo mitocondriais foram obtidos
usando NAD (P) H oxidase disponivel comercialmente na
presenca de NAD (P) H reduzido e medidos novamente usando o
sistema cléssico de peroxidase-Amplex Red (Figura 22B). O
efeito do aumento das concentracdes das diferentes moléculas
testadas é apresentado na Figura 22A. As linhas horizontais
retas representam a porcentagem média da producdo de EROs em
todas as concentracdes testadas, para AOL (99,2%) e AOX
(109,9%).

[403] A Figura 23 mostra o efeito de AOX na viabilidade
das linhas celulares de carcinoma A549 e H460, expressas em%
para o controle (0 pM AOX). As células foram incubadas com
doses crescentes, de 0 a 500 pM AOX, e a citotoxicidade foi
avaliada pelo ensaio de sulforodamina B (SRB) (Figura 23A).
Os resultados também sdo expressos como © log da concentracéo

de AOX (Figura 23B).
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[404] A Figura 24 mostra a auséncia de efeito de AOX e
AQOL na respiracdo das células H460, conforme avaliado pela
abordagem oxigréafica.

[405] A Figura 25 mostra a auséncia de efeito de AOX na
atividade metastédtica de células de carcinoma, usando o teste
de Transwell. Resumidamente, as células de carcinoma H460
foram colocadas na camada superior de uma membrana permeavel
as células e, apds um periodo de incubacdo, as células que
migraram através da membrana sdo coradas e contadas. A Figura
25A mostra fotografias das células tingidas no compartimento
inferior para as diferentes condicdes (controle, 5 M AOQOX,
10 ;M AOX e 10 pM NAC [N-acetilcisteina]). A Figura 25B & um
histograma mostrando os resultados da Figura 25A.

[406] A Figura 26 mostra a contracdo das artérias
intrapulmonares induzidas por serotonina (5HT) ou endotelina
(ET-1) na presenca de AQOL (Figura 26A) ou AOX (Figura 26B)
em diferentes concentracdes. ANOVA bidirecional: * p < 0,05;
** p < 0,01; *** p < 0,001.

[407] A Figura 27 mostra a proliferacdo de células do
musculo liso arterial pulmonar (PASMC) apds incubacdo em
soro fetal de bezerro a 10% (FCS), FCS a 0,2% e FCS a 0,2%
+ FCS a 0,2% + serotonina 100 pM (5HT), na presenca ou nha
auséncia de AOL.

[408] A Figura 28 mostra o efeito da AQL, AOX e Oltipraz

(0 a 80 pM) na producdo de ERO/H20:, pelos sitios Ig e IIIgo
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de mitocdndrias isoladas, quando direcionados
individualmente usando a combinacdo de succinato (substrato
energético do complexo respiratdédrio 2) e inibidores
conhecidos da cadeia respiratdria, nomeadamente para o sitio
Iy, succinato 10 mM sozinho e para o sitio IIIgouter, Succinato
10 mM, rotenona 4 pM e antimicina 2,5 pM A. A Figura 28A
mostra o efeito das trés moléculas no sitio Ig e a Figura
28B mostra o efeito sobre site IIIg.

[409] A Figura 29 mostra o efeito dos andlogos AOX (Cpl;
Cp2; Cp3; Cp4d; Cpb; Cp6a; Cp8; Cp2a) (de 0 a 25 M) na
producdo de ERO/H20, pelos sitios Ig e IIIg de mitocdndrias
isoladas, quando direcionados individualmente usando a
combinacdo de succinato (substrato energético do complexo
respiratoério 2) e inibidores conhecidos da cadeia
respiratéria, nomeadamente para o sitio Ig, succinato 10 mM
sozinho e para o sitio IIIgouter, succinato 10 mM, rotenona 4
M e rotimona 2,5 pM e antimicina A. A Figura 29A mostra a
efeito de (painel superior) Cpl, Cp2, Cp3, Cpd, (painel
inferior) Cpb, Cpoca, Cp8 e CpQ%a no sitio Ig e a Figura 29B
mostra o efeito de Cpb, Cp6ba e Cp9%a no sitio IIlgo.

EXEMPLOS

[410] A presente 1invencdo ¢é ainda ilustrada pelos

seguintes exemplos.

EXEMPLOS QUIMICOS

Procedimentos experimentais gerais
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Reagentes e solventes

[411] Todos o0s reagentes de grau sintético e solventes
foram utilizados como fornecidos. Os solventes utilizados
nas reacdes foram secos, destilados, se necessario, de acordo
com O estado da técnica. Alguns solventes estavam
comercialmente disponiveis como secos e foram utilizados
como tais.

Condig¢bées de reacdo

[412] Quando eram necessarias condigcbdes  secas, o)
material de vidro era seco no forno e as reacdes eram
realizadas sob uma atmosfera de nitrogénio. A temperatura
ambiente (t.a.) se refere a 20-25 °C. As temperaturas de
reacdo de -78 °C foram obtidas usando CO; sdélido e acetona.
Para aqueles a 0 °C, um banho de gelo foi empregado e onde
0 calor era necessario, um banho de 6leo com termbémetro de
contato foi usado.

[413] As reacdes foram monitoradas por TLC. A TLC foi
realizada usando placas Merck, DC Kieselgel 60 F254 DC25
pré-revestidas com folhas de aluminio UV254 com gel de silica
e indicador fluorescente. Os indicadores utilizados incluem
solucdo de acido fosfomolibdico etandlico.

Cromatografia flash

[414] O gel de silica, MN Kieselgel 60, grau 15-40
microns da Macherey-Nagel foi usado na purificacdo de

produtos brutos por c¢romatografia flash em coluna. As

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 145/256



136/219

amostras foram aplicadas diretamente no topo da coluna
silica/solvente ou aplicadas como pasta de silica gel seca.

Cromatografia Flash automatizada

[415] Sistema de purificacdo Teledyne Isco Combiflash
Companion ™ As amostras brutas foram dissolvidas em uma
pequena quantidade de solvente adequado e aplicadas a colunas
pré-embaladas RediSep®. A coluna fol colocada no sistema de
purificacdo Teledyne 1Isco Combiflash Companion® e a
purificacdo automédtica foi realizada usando um programa de
gradiente de solvente. O sistema foi utilizado com a
instalacdo automatizada de coleta de fracdes, onde os
compostos foram detectados por UV ou coletando todas as
fracgdes.

Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

[416] A RMN foi registrada nos instrumentos Bruker
UltraShield operando a 400 MHz (1H) e 100 MHz ('3C). A
calibracdo foli realizada usando a troca de solvente residual
do solvente deuterado. Quando CDClsz foi empregado como
solvente, a calibracdo foli realizada neste sinal de solvente
em 7,26 (1H) e 77,16 (13C). Quando os aromdticos estavam
presentes na amostra a ser analisada, Med4Si foil adicionado
ao CDCls e os espectros foram calibrados a 0,0 (1H). Quando
D0 foi utilizado, o sinal da &gua foi designado como
referéncia interna em 4,79 ppm (1H). Para CDs:0D, a referéncia

interna foi designada em 3,31 ppm (1H) e 49,0 ppm ('*C NMR).
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Para (CDs3)250, a referéncia interna foi designada a 2,50 ppm
(1H) e 39,5 ppm ('3C). Para '°F, CFCls como referéncia externa
foil usada. Os desvios gquimicos sdo relatados em partes por
milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento sdo fornecidas
em Hertz (Hz). As abreviaturas para a multiplicidade dos
sinais de préton e carbono sdo as seguintes: s singleto, d
dupleto, dd dupleto de dupleto, dt dupleto de trigémeos, ddt
dupleto de dupleto de trigémeos, t trigémeo, tt trigémeo de
trigémeos, ¢, quinteto, m multipleto.

Espectroscopia de massa (MS) e cromatografia liquida

acoplada a andlise por espectrometria de massa em tandem

(LC-MS)

[417] A analise de massa fol realizada em um detector de
massa Waters 3100, Waters Alliance 2695. Sensibilidade de 1
pg com ESI ou APCI. A varredura de 10.000 Da/s acelera até
2.000 Da para compatibilidade total com segundos picos de LC
rapidos e largos. Ionizacdo de amostragem ortogonal dupla
com fonte ZSpray ™. Multiplas estratégias de deteccéo
disponiveis com os detectores o&éticos Tunable UV (TUV),
Photodiode Array (PDA) e ELS (Evaporative Light Scattering).
Ou a anadlise de massa foil realizada em UPLC/MS: Xevo G2 Qtof
O espectrdmetro de massa Xevo G2 QTof, com tecnologia
UPLC®/MSE e QuanTof.

Andlises do ponto de fuséo
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[418] Os pontos de fusdo foram medidos em um instrumento
STUART SMP3.

Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC)

[419] As anadlises de HPLC-DAD foram realizadas em um
sistema analitico de HPLC da Waters equipado com coluna
analitica adequada, software Empower, sistema de entrega
multissolvente Waters Delta 600 e um detector de matriz de
fotodiodo (Waters 2996) e/ou refratdmetro, um controlador de
sistema (Waters 600), e um injetor Rheodyne 7725i com um
loop de amostra de 20 pL foi usado.

Sintese de compostos intermedidrios (C)

[420] Procedimento geral A. Um baldo de fundo redondo de
100 mL equipado com agitador magnético é carregado com
ariletanona comercial apropriada e dimetilcarbonato. O
hidreto de sédio (60% em &leo mineral) ¢é adicionado
lentamente com agitacdo e o todo é submetido a refluxo
durante a noite. A mistura é vertida em &agua, acidificada
com HC1l (2M) e extraida com acetato de etilo. A camada
orgénica é lavada com &agua (50 mL) e solucdo de salmoura
saturada (50 mL). A camada organica é seca sobre NazS0s anidro
e o0 solvente é removido sob pressio reduzida. O material em
bruto é purificado por cromatografia em coluna sobre silica
gel utilizando solvente adequado para dar o correspondente

3-oxo-3-arilpropanoato de metila.
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[421] Os intermediérios 7, 11 e 13 foram sintetizados
usando o procedimento geral de alquilacdo A.

Intermedidrio 7: 5- (3-metoxi-3-oxopropanoil) -1H-

indole-1-carboxilato de metila

0
0O
/U\g\> . )J\ — - (6) \
N T ¥
H
6 7 .}‘O/

0

[422] A reacdo foil realizada de acordo com o procedimento
geral de alquilacdo A, utilizando 6 como ariletanona (1,03
g, 6,47 mmol), dimetilcarbonato (12 mL) e hidreto de sédio
(2,5 g, ©64,7 mmol). Apds processamento e purificacdo, o
composto 7 foi obtido (m = 1,4 g, 78%). 'H RMN (400 MHz,
DMSO-D¢) & (ppm) 8,30 (d, J = 1,4 Hz, 1H), 7,78 (dd, J = 8,7,
1,7 Hz, 1H), 7,55 (d, J =28,7 Hz, 1H ), 7,48 (d, J = 3,1 Hz,
1H), 6,64 (dd, J = 3,1, 0,7 Hz, 1H), 4,23 (s, 2H), 3,84 (s,
3H), 3,66 (s, 3H).

Intermedidrio 11: 3- (2-hidroxibenzo [d] oxazol-5-11)

-3-oxopropanocato de metila

0 SN0 o
X i : "
OH N>—0H
Jo ?)L? e
10 11
[423] A reacdo foil realizada de acordo com o procedimento

geral de algquilacdo A, usando 10 como ariletanona (1,9 g,

10,7 mmol), dimetilcarbonato (24 mL) e hidreto de sdédio (4,75
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g, 118 mmol). Apds processamento e purificacdo, o composto
11 foi obtido (m = 580 mg, 23%). 'H RMN (400 MHz, DMSO-Ds) &
(ppm) 11,94 (s, 2H), 7,77 (dd, J = 8,4, 1,8 Hz, 2H), 7,58
(d, 3§ = 1,7 Hz, 2H), 7,44 (d , J = 8,4 Hz, 2H), 4,23 (s,
3H), 3,64 (s, ©H).

Intermedidrio 13: 3- (benzofuran-5-11) -3-oxopropanocato

de metila

O O
(0]
R 56 TN SRy \
o o0 o
(.
12 13
[424] A reacdo foil realizada de acordo com o procedimento

geral de alguilacdo A, usando 12 como ariletanona (1,45 g,
9,06 mmol), dimetilcarbonato (25 mL) e hidreto de sdédio (2,17

g, 90,6 mmol). Apds processamento e purificacdo, o composto

X

13 foi obtido (m = 1,58 g, 80%). H-RMN (300 MHz, CDs3OD): &
(ppm) 8,35 (4, J =1,8 Hz, 1H), 7,98 - 8,01 (m, 1H), 7,89
(d, § =2,1 Hz, 1H), 7,61 (4 , J = 8,7 Hz, 1H), 7,00 - 7,01
(m, 1H), 4,17 (s, 2H), 3,65 (s, 3H).

Intermedidrio 9: 3- (2-hidroxibenzo [d] tiazol-6-11) -

3-oxopropanoato de metila

0

~o o
S 0 S
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[425] Umn baldo de fundo redondo de 100 mL equipado com
agitador magnético foil carregado com hidreto de sbédio (60%
em 6leo mineral) (1 g, 48 mmol), dimetilcarbonato (4,2 mL)
e tetra-hidrofurano (30 mL). A ariletanona comercial 8 (1,94
g, 10 mmol) em tetra-hidrofurano (30 mL) foi adicionada
lentamente com agitacdo e o todo foi submetido a refluxo por
72 h. A mistura foil vertida lentamente em &agua, acidificada
com cloreto de amdénio saturado (50 mL) e extraida com acetato
de etila. A camada organica foi lavada com &agua (50 mlL) e
seca sobre Nax50;4 anidro. Apds evaporacdo sob presséo
reduzida, o material em bruto foi purificado por
cristalizacdo em acetato de etila para dar o correspondente
3-oxo-3-arilpropanocato de metila 9 (m = 1,89 g, 75%). 'H RMN
(400 MHz, DMSO-D¢) & (ppm) 12,33 (s, 1H), 8,24 (d, J = 1,7
Hz, 1H), 7,89 (dd, J = 8,4, 1,8 Hz, 1H), 7,22 (d , J = 8,4
Hz, 1H), 4,17 (s, 2H), 3,65 (s, 3H).

Sintese do composto Cpl

(0] HO
1 Cpl-methoxy Cpl

[426] Etapa 1. Cpl-metoxi: 5-(4-metoxifenil)-3H-1,2-
ditiol-3-ona. Foi adicionado acetato de mercurio (II) (4 g,
12,5 mmol) a uma solucdo de ditiona 1 comercial (1 g, 4,16

mmol) em mistura de &acido acético (v = 25 mL) e clorofdérmio
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(v = 80 mL). A mistura de reacdo fol agitada a temperatura
ambiente durante a noite. O conjunto foi filtrado e
evaporado. O sélido obtido foi cromatografado em silica gel
(éter de petrdleo: acetona = 90: 10) para dar um Cpl-metoxi
s6lido amarelo (800 mg, 85% de rendimento). 'H RMN (400 MHz,
CDCls) 5 (ppm) 7,59 (4, J = 8,9 Hz, 2H), 6,98 (d, J = 8,9
Hz, 2H), 6,77 (s, 1H), 3,88 (s, 3H). '3C RMN (101 MHz, CDCls)
5 (ppm) 194,29, 170,13, 162,52, 128,08, 125,08, 116,30,
114,75, 55,60.

[427] Etapa 2. Cpl: 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-
ona. Uma mistura de éter metil aril Cpl-metoxi (410 mg, 1,83
mmol) e cloridrato de piridina (630 mg, 5,5 mmol) foi
colocada em um baldo de fundo redondo e submetida a
irradiacdo de micro-ondas a 250 W por 5 minutos. Apds a
conversdo completa, a mistura de reacdo foi passada através
de uma cromatografia em coluna (diclorometano: metanol = 97:
3) para dar a ditiona Cpl (m = 70 mg, 10% de rendimento). 'H
RMN (400 MHz, Acetona-Ds) 5 (ppm) 9,31 (s, 1H), 7,80 - 7,06
(m, 2H), 7,05 - 7,00 (m, 2H), 6,98 (s, 1H). 13C RMN (101
MHz, Acetona-Ds) 5 (ppm) 192,95, 170,48, 161,08, 160, 9¢,
128,34, 123,94, 116,25, 116,16, 115,17.

Sintese do composto Cp2
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N«~OH
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HO HO
) Cp2
[428] Cp2: 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-ona

oxima. Adicionou-se cloridrato de hidroxilamina (140 mg, 2
mmol) a uma solucdo de ditiona 2 comercial (224 mg, 1 mmol)
e acetato de sdédio (165 mg, 2 mmol) em etanol (v = 5 mL). A
mistura de reacdo fol agitada a temperatura ambiente durante
a noite e depois concentrada sob pressdo reduzida. 0O sélido
obtido foi cromatografado em silica gel (diclorometano) para
dar a ditiona Cp2 (m=51 mg, 32%) como um sbd6lido vermelho. 'H
RMN (400 MHz, DMSO-De¢) & (ppm) 11,55 (s, 1H), 10,08 (s, 1H),
7,51 (d, J=8,7 Hz, 2H), 7,07 (s, 1H), 6,84 (d, J=8,7 Hz,
2H). !3C RMN (101 MHz, DMSO-D¢) 5 (ppm) 161,99, 159,83,
153,46, 128,36, 123,71, 116,30, 112,77.

Sintese do composto Cp3

3 Cp3-methoxy Cp3

Ref.: MacDonald & McKinnon, 1967. Can. J. Chem. 45(11):1225-
1229
[429] Etapa 1. Cp3-metoxi: 5-(4-metoxifenil)-3H-1,2,4-

ditiazole-3-tiona. O isotiocianato comercial 3 (3 g, 15,5

mmol) e pentassulfeto de fésforo (6 g, 13,5 mmol) em
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dissulfeto de carbono (18 mL) foram colocados em um baldo de
fundo redondo e submetidos a irradiacdo de micro-ondas a 65W
por 15 minutos. Apds a conversido completa, a solucdo foi
filtrada e evaporada sob pressédo reduzida. O residuo oleoso

fol tratado com etanol (aproximadamente 30 mL) e arrefecido

a ©0 °C. As ditionas em Dbruto foram filtradas e
recristalizadas a partir de (diclorometano: etanol = 1: 1)
para dar um Cp3-metoxi sélido amarelo (m = 220 mg, 7% de

rendimento) . 'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 (ppm) 8,12 (d, J = 8,9
Hz, 2H), 7,26 (s, 1H), 7,00 (d4, J = 9,0 Hz, 3H), 3,92 (s,
3H). 3C RMN (101 MHz, DMSO-Ds) 5 (ppm) 185,35, 160,71,
126,65, 119,04, 110,23, 51,10.

[430] Etapa 2. Cp3: 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2,4-
ditiazole-3-tiona. Uma mistura de éter metil arilico Cp3-
metoxi (300 mg, 1,25 mmol) e diclorometano (v = 6 mL) foi
colocada em um baldo de fundo redondo e resfriada a 0 °C.
Adicionou-se lentamente tribrometo de boro, 1M em
diclorometano (v = 6 mL, 6 mmol) e o conjunto foi agitado
durante a noite. Apds a conversdo completa, a mistura
reacional foi vertida em &gua para dar uma suspensido. O
s6lido foil removido por filtracdo e lavado com &agua. A
precipitacédo em diclorometano produz o fenol desejado Cp3 (m
= 270 mg, 95%). 'H RMN (400 MHz, DMSO-Ds) 5 (ppm) 11,09 (s,

1H), 8,07 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,97 (d, J = 8,8 Hz, 2H). 13C
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RMN (101 MHz, DMSO-De) 5 (ppm) 214,93, 191,60, 165,12,
132,15, 122,22, 117,20.

Sintese do composto Cp4d

0 O I S\ I S\
S S
/ O
> S 3 S
~o ~o HO
4 Cp4-methoxy Cp4

Ref.: Brown et al., 2014. Bioorg Med Chem Lett. 24(24) :5829-
5831
[431] Etapa 1. Cpd4-metoxi: 4-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-

ditiol-3-tiona. A mistura de 2-(4-metoxifenil)-3-
oxopropanocato de metila 4 (3,792 g, 19,52 mmol), reagente de
Lawesson (7,89 g, 19,52 mmol) e enxofre (313 mg, 92,59 mmol)
em 250 mL de tolueno foram aquecidos sob refluxo por 270
minutos. Quando a reacdo foi concluida, a mistura foi
filtrada e o filtrado foil concentrado. A purificacédo por
cromatografia em coluna (éter de petrdleo: acetona = 10: 1)
permitiu a um sé6lido vermelho. O sé6lido obtido foi lavado
com éter e cristalizado em acetona para dar Cpd-metoxi (1,56
g, 33% de rendimento). 'H NMR (400 MHz, CDCls) 5 (ppm) 8,37
(s, 1H), 7,50 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,97 (d, J = 8,8 Hz, 2H),
3,84 (s, 3H). 3C RMN (101 MHz, CDCls) 5 (ppm) 214,12, 160,10,
153,04, 149,08, 130,28, 125,43, 113,88, 55,35.

[432] Etapa 2. Cp4: 4-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-
tiona. Uma mistura de éter metil aril Cpd-metoxi (171 mg,

0,71 mmol) e cloridrato de piridina (264 mg, 0,86 mmol) foi
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colocada em um baldo de fundo redondo e sujeita a irradiacéo
de micro-ondas a 250 W por 5 minutos. Apds a converséo
completa, a mistura reacional foli passada através de uma

cromatografia em coluna (diclorometano: metanol = 97: 3)

X

para dar a ditiona Cp4 (m = 51 mg, 32%). 'H RMN (400 MHz,
acetona-De¢) & (ppm) 8,94 (s, 1H), 8,67 (s, 1H), 7,50 (d, J =
8,6 Hz, 1H), 6,91 (d, J = 8,6 Hz, 1H).

Sintese do composto Cpb

SN0 o0 S~s
S

N —_— = N

0 >—OH N
OH
M@:Of O>_
11 Cp5
[433] Procedimento geral B. O pentassulfureto de fésforo

(0,7 mmol), o enxofre (1 mmol), o hexametildisiloxano HMDO
(3 mmol) s&o aquecidos em xileno (2,5 mL) a 145 °C a 5 5 °C.
O 3-oxo-3-arilpropancato de metilo apropriado é adicionado
por porcdes e a mistura reacional é aquecida sob refluxo
durante 1 h onde a reacdo estéd terminada. Posteriormente, as
tionas brutas s&o filtradas e os filtrados sdo concentrados.
A purificacédo por cromatografia em coluna e cristalizacdes
permite dar a correspondente arilditiona.

[434] Cpb: 5-(2-hidroxibenzo[d]oxazol-5-11)-3H-1, 2-
ditiol-3-tiona. A sintese do composto Cpb fol realizada de
acordo com o procedimento geral de tionacdo B, usando o
intermedidrio 11 (580 mg, 2,47 mmol), P4sSio (658 mg, 1,53

mmol), enxofre (79 mg, 2,55 mmol), HMDO (0,76 mL, 7,65 mmol)
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e xileno (5 mL). Apds o processamento, a réapida purificacéo
em silica gel (THF) e a cristalizacdo em etanol e acetona,
Cp5 (m = 70 mg) foram obtidas como um sélido vermelho-escuro.
1H NMR (400 MHz, DMSO-D¢) o (ppm) 12,07 (s, 1H), 7,84 (s,
1H), 7,66 (dd, J = 8,4, 2,0 Hz, 1H), 7,59 (4, J = 1,8 Hz) ,
1H), 7,45 (d, J = 8,4 Hz, 1H). '3C RMN (101 MHz, DMSO-Ds) O
(ppm) 215,73, 173,92, 154,61, 146,65, 136,06, 132,07,
127,48, 122,31, 110,94, 108,69.

Sintese do composto Cp6a

SN0 o S S~s
02\/“\©:s/>/OH — ’Q)\@s%m
N N
9 Cpé6a
[435] CP6a: 5- (2-hidroxibenzo [d] tiazol-6-il) -3H-1,2-
ditiol-3-tiona. A reacdo foili realizada de acordo com O
procedimento geral de tionacdo B usando o intermedidrio 9
(700 mg, 2,55 mmol), P4Sig (680 mg, 1,53 mmol), enxofre (81,5
mg, 2,55 mmol), HMDO (1,63 mL, 7,65 mmol), e xileno (6 mL).
Apds o processamento, foi obtida purificacdo rapida em silica
gel (THF) e posterior purificacdo por fase reversa em C18
(gradiente de acetonitrila: &agua) Cp6a (m = 6,7 mg) como um
s6lido vermelho. 'H RMN (400 MHz, DMSO-D¢) & (ppm) 8,26 (d,
J=1,9 Hz, 1H), 7,84 (dd, J = 8,4, 1,9 Hz, 1H), 7,77 (s,
1H), 7,22 (d, J = 8,4 Hz, 1H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-Ds) 5
(ppm) 173,85, 170,59, 144,13, 140,39, 135,24, 126,37,

125,48, 122,20, 112,62.
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Sintese do composto Cp8

[436] Cp8: 5-(benzofuran-5-il)-3H-1,2-ditiol-3-tiona. A
reacdo foil realizada de acordo com o procedimento geral de
tionacdo B, usando o intermediario 12 (1,58 g, 7,25 mmol),
P4Si0 (1,93 g, 4,35 mmol), enxofre (232 mg, 7,25 mmol), HMDO
(0,76 mL, 21,7 mmol) e xileno (15 mL). Apds o processamento,
a rapida purificacdo em silica gel (diclorometanoc) e a
cristalizacdo em etanol e acetona, Cp8 (m = 890 mg) foram
obtidas como um s6lido amarelo. H RMN (400 MHz, DMSO-Ds) O
(ppm) 8,26 (d, J = 1,7 Hz, 1H), 8,14 (d, J = 2,2 Hz, 1H),
7,86 - 7,81 (m, 3H), 7,75 (4, J = 8,7 Hz, 1H), 7,06 (dd, J
=2,2, 0,9 Hz, 1H). 3C RMN (101 MHz, DMSO-D6) 5 (ppm) 215,64,
174,84, 156,73, 148,51, 135,82, 128,82, 126,87, 124,25,
121,26, 113,04, 107,68.

Sintese do composto CpSa

S =
o) N\ A\

N N y
)\ O/ Cp9a O)\ o

7 o

[437] CpQ%a: 5-(3-tioxo-3H-1,2-ditiocl-5-11)-1H-indole-1-
carboxilato de metila. A reacdo fol realizada de acordo com

0 procedimento geral de tionacdo B usando o intermediario 7
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(700 mg, 2,55 mmol), P4Sig (680 mg, 1,53 mmol), enxofre (81,5
mg, 2,55 mmol), HMDO (1,63 mL, 7,65 mmol), e xileno (6 mL).
Apbs o processamento, a rapida purificacdo em silica gel
(THF) e a cristalizacdo em etanol e acetona, obtivemos Cp9a
(m = 55 mg) como um sb6lido vermelho-escuro. 'H NMR (400 MHz,
DMSO-Dg¢) & (ppm) 8,20 (d, J =1,6 Hz, 1H), 7,81 (s, 1H), 7,069
(dd, J =18,7, 1,8 Hz, 1H), 7,59 (4 , J = 8,7 Hz, 1H), 7,49
(d, J = 3,1 Hz, 1H), 6,59 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 3,84 (s, 3H).
13C RMN (101 MHz, DMSO-Ds) 5 (ppm) 176,78, 138,90, 134,27,
132,59, 128,85, 122,84, 120,72, 111,52, 102,57, 34,12,
33,24, 31,009.

EXEMPLOS DE BIOLOGIA

Exemplo 1: AQOL ndo afeta a fosforilacdo oxidativa

mitocondrial

Material e métodos

Procedimentos animais e declaracdo de ética

[438] Todas as experiéncias descritas foram realizadas
de acordo com o Guia do Conselho Nacional e Europeu de
Pesquisa para o cuidado e uso de animais de laboratédrio. P.
Diolez possui uma licenca valida para realizar experimentos
em animais pelo Servicgo Veterinadrio da Saude e da Protecéo
Animal do Ministére de l'agriculture et de la Forét, France
(17/03/1999, numero de licenca 3308010).

Materiais
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[439] Todos os produtos quimicos eram de grau reagente,
adquiridos da Sigma Chemical (St. Louis, MQO), exceto sacarose

e NADH oxidase (que foram obtidos da Merck (Darmstadt,

Alemanha)). O composto tritioanetol (AQOL, correspondente a
5- (4-metoxifenil) -3H-1,2-ditiol-3-tiona) foi um presente
da empresa privada GMPO (Paris, Franca). Solucdo-mde de 15

mM foi preparada em DMSO e mantida no escuro a 0 °C por
apenas alguns dias.
Isolamento de mitocéndrias

[440] Camundongos Wistar machos (250-325 g; obtidos da
Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Franca) foram mortos por
deslocamento deslumbrante e cervical, e o coracdo foi
rapidamente removido e lavado em meio de isolamento a frio
contendo sacarose 100 mM, 180 mM KCl, Tris 50 mM, MgCly 5
mM, EDTA 10 mM e BSA desengordurada a 0,1% (p/v) (pH 7,2).

[441] O isolamento das mitocdbndrias cardiacas foi
realizado em cémara fria. Antes da homogeneizacdo, os
coracdes (cerca de 1,5 g) foram picados com tesoura e
tratados por 5 minutos em 5 mL do mesmo meio suplementado
com protease (2 mg de proteinase bacteriana tipo XXIV por mL
de tampdo de isolamento) com agitacdo. A suspensdo de tecido
fol vertida em um homogeneizador Potter de wvidro de 50 mlL,
diluido com 20 mL de tampdo de isolamento e depois
homogeneizado por 3 minutos usando um pildo de Teflon

motorizado. O homogenato foi filtrado através de pano
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parafusado (Sefar Nitex) para remover detritos e
centrifugado a 8.000 g por 10 minutos. O sedimento resultante
foi lavado com 5 mL de tampdo de isolamento, ressuspenso em
25 mL do mesmo tampdo e depois individuo a centrifugacido em
baixa velocidade (400 g) por 8 minutos. O sobrenadante
resultante foi centrifugado duas vezes a 7.000 g por 15
minutos para produzir um sedimento mitocondrial lavado dque
fol suavemente ressuspenso em 150 mL de tampdo de isolamento.
A concentracdo de proteina foil determinada pelo método de
Bradford (Sigma, kit # B6916) usando BSA como padrédo. AS
mitocdndrias foram mantidas em gelo a uma concentracido final
de 40-50 mg/mL por menos de 5 horas.
Respiracdo mitocondrial

[442] As taxas de consumo de oxigénio das mitocdndrias
cardiacas (0,1 mg/mL), incubadas na auséncia ou na presenca
de AOL em doses crescentes (de 0 a 80 uM de concentracao
final), foram registradas polarograficamente sob agitacéo
constante a 25 °C usando um oximetro de alta resolucédo
(Oxygraph-2K, Oroboros Instruments, Austria). O meio de
respiracdo consistia em sacarose 140 mM, KC1 100 mM, EGTA 1
mM, MgClz 20 mM, KH2PO4 10 mM, KH;POs 10 mM e BSA a 1 g/L
(p/v) de BSA, essencialmente livre de acidos graxos (pH 7,2).

Producdo mitocondrial de ERO/H:0:
[443] As taxas de producdo de ERO/H20:; das mitocdndrias

cardiacas foram avaliadas através da oxidacdo do indicador
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incolor e ndo fluorescente Amplex Red na presenca de
peroxidase de rédbano silvestre (HRP, EC 1.11.1.7, Sigma). O
H20, reage com o Amplex Red em uma estequiometria 1: 1,
produzindo o composto fluorescente resorufina (excitacao:
560 nm; emissdo: 585 nm) que é estavel apds a formacdo. A
fluorescéncia foi medida continuamente com um
espectrofluorédmetro equipado com controle de temperatura e
agitacdo (SAFAS Xenius, Monaco). As mitocdndrias isoladas
(0,1 mg/mL) foram incubadas no mesmo tampdo experimental do
que anteriormente, suplementadas com 15 UM de Amplex Red e
10 pg/mL de HRP. Glutamato (5 mM)/malato (2,5 mM) juntamente
com succinato (5 mM) foram utilizados como substratos
complexos I e II, respectivamente. As experiéncias foram
conduzidas sob condicdes ndo fosforilantes na presenca de
atractillosida 15 uM, isto é, sob condicdes do estado IV em
que a membrana mitocondrial ¢é maxima. Posteriormente,
rotenona (1,5 uM), antimicina A (2 uM) e mixotiazol (0,2 uM)
foram adicionados sequencialmente para inibir os centros
redox na cadeia de transferéncia de elétrons (Figura 2), a
saber, sitios Ig, Ir (com rotenona), IIIlgs (com antimicina A)
e IIlgo (com mixotiazol). O ensaio foi finalmente calibrado
com quantidades conhecidas de H202, (etapas de 300 nM), na
presenca de todos os compostos relevantes, incluindo AQOL. O
teste de controle da auséncia de efeito da AOL no proéprio

ensalo Amplex Red e a producdo de NAD(P)H oxidase ERO/H202
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foram realizadas na auséncia de mitocdndrias cardiacas e na
presenca de NAD(P)H oxidase (EC 1.6. Solugdes de 3,3, 5
mU/mL, Sigma) e NADH (100 uM).

Resultados

[444] Verificamos primeiro (Figura 1) gque o composto AOL
ndo afetou a fosforilacdo oxidativa diretamente nas
mitocdbndrias isoladas do coracdo de camundongos. Isso foi
realizado usando o método agora cléassico do oxigrafo. As
mitocdndrias foram primeiro incubadas com varias
concentracdes de AOL (5 a 80 pM) e, em seguida, foi
adicionado substrato respiratdrio (estado do substrato,
curva preta), seguido de uma concentracdo de ADP saturada
para obter a taxa de fosforilacdo oxidativa méxima (curva
cinza) e, finalmente, a adicldo de atractillosida (ATR) dque
inibe o translocador ADP/ATP e fornece a taxa de vazamento
mitocondrial sob condicg¢des ndo fosforilantes (Figura 1A). Os
outros painéis da Figura 1B-D apresentam os resultados
obtidos com diferentes combinacdes de substratos
respiratdédrios: glutamato + malato que alimentam elétrons ao
complexo I, succinato (+ rotenona) para o complexo II e
glutamato + malato + succinato para alimentar elétrons para
ambos os complexos. Esta ultima combinacdo de substrato foi
escolhida por se assemelhar mais as condicdes in vivo em gue
0 ciclo de Krebs funciona e o succinato e o NADH sao oxidados

pela cadeia respiratoéria. Os resultados indicam due
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estatisticamente ndo foram observadas diferencas na presenca
de AOL para a dgrande variedade de concentracdes testadas
(Figura 1), demonstrando nessas condi¢des a auséncia de
efeito da AOL na fosforilacdo oxidativa mitocondrial - ou
seja, na atividade da cadeia respiratdédria e Sintese de ATP
- assim como na integridade da membrana interna mitocondrial
(taxa de vazamento, apds adicdo de ATR). Este ultimo
resultado 1indica que a AOL ndo afeta o rendimento da
fosforilacdo oxidativa. Juntos, todos esses resultados
confirmam a auséncia de qualquer efeito prejudicial da AOL,
documentado pelo uso deste medicamento para a saude humana
por um longo tempo.

Exemplo 2: AOL inibe a producdo de superdxido/H20, pelas

mitocdédndrias

[445] Como dito anteriormente, a producdo de ERO
mitocondrial é altamente dependente da atividade e condicdes
mitocondriais. Embora tenhamos testado os efeitos da AOL na
producdao de ERO pelas mitocdndrias sob inumeras condicgdes,
optamos por apresentar aqui, por uma dquestdo de clareza,
apenas o0s resultados mails demonstrativos dos efeitos muito
especificos da AOL. Como Jj& discutido, a presenca da
combinacdo de substrato (isto ¢é, glutamato, malato e
succinato) (Figura 2A), fornecendo os elétrons para toda a
cadeia respiratdria, é a mais representativa das condicdes

in situ na célula onde o metabolismo é ativo. Além disso, a
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producdo mitocondrial méxima de ERO/ H202 ndo ocorre sob
condicdes de alta fosforilacdo mitocondrial, mas sob
condicdes de alta reducdo de carreadores de elétrons, 1isto
é, baixa ou nenhuma fosforilacdo. Essas condigcdes sé&o
cumpridas na presenca de ATR (inibicdo do translocador
ATP/ADP pelo ATR, (Figura 1) e pudemos verificar efetivamente
que a adicdo de ATR sob condigdes de saturacdo de ADP
desencadeou a producdo de ERO que estava no limite de
deteccdo sob condicdes maximas de fosforilacdo (resultados
ndo mostrados). Sob essas condicdes, as EROs sdo produzidas
em diferentes sitios da cadeia respiratdéria (Orr et al.,
2013. Free Radic. Biol. Med. 65: 1047-1059; Quinlan et al.,
2013. Redox Biol. 1: 304-312) (Figura 2) Os principais sitios
de producdo estdo sitioizados nos complexos I e III, onde
ocorrem dJgrandes mudancas na energia potencial dos elétrons
(Balaban et al., 2005. Cell. 120 (4): 483-495; Goncalves et
al., 2015. J. Biol. Chem. 290 (1): 209-27), dgque também
permitem o bombeamento de prdétons nesses sitios.

[446] Projetamos uma série de titulacdes de inibidores
para decifrar a acdo da AOL na producdo de ERO por toda a
cadeia respiratdria sob condicdes de producdo méxima de ERO
(Figura 2E). Na auséncia de inibidores especificos dos
complexos, a producdo de ERO é maxima e provém principalmente
do transporte reverso de elétrons no sitio Io (Figura 2A). E

crucial observar que as ERO produzidas pelo complexo I, seja
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pelo sitio Ip (sitio da gquinona) ou pelo sitio Ir (sitio da
flavina), sdo entregues no lado interno da matriz da membrana
mitocondrial interna. Apds a adicdo de rotenona, um inibidor
clédssico do complexo I que se liga especificamente ao Ig, a
producdo de ERO diminui fortemente e ocorre Juase
inteiramente no sitio IIIge e uma producdo restante no sitio
Se devido a presenca de substratos do complexo I e producdo
de NADH que ndo sédo inibido pela rotenona (Figura 2B). A
adicdo subsequente de antimicina A, um 1nibidor da
transferéncia de elétrons para o citocromo ¢, causa um
aumento na proporcédo reduzida de quinona oxidada, gue ainda
é reduzida pela atividade do complexo II e, portanto, um
aumento concomitante da producdo de ERO no sitio IIIg
(Figura 1C). Finalmente, a adicdo de mixotiazol, um inibidor
do complexo III sitio IIIgo, abole a producédo do complexo III
ERO e a producdo muito baixa restante pode ser atribuida ao
sitio da flavina do complexo I, para o gual ndo temos
inibidor conhecido (Goncalves et al., 2015. J. Biol. Chemnm.
290 (1): 209-27).

[447] A Figura 3 i1lustra o efeito da presenca de
concentracdes crescentes de AOL (de 5 a 80 pM) na producao
de ERO/H20: medida nas diferentes condicdes definidas na
Figura 2. Parece claramente a partir dos resultados
apresentados nesta figura que apenas a AOL afeta a producéo

de ERO medida na auséncia de inibidor, em aproximadamente
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80%, enquanto ndo foram observadas diferencas estatisticas
com esse intervalo de concentracdes de AOL em ERO/H:02 medido
sob as outras condicgdes. Como pode ser visto na Figura 2,
esta condicdo especifica (somente ATR presente) é a Unica
condicdo em nosso ensaio em que as EROs sdo produzidas pelo
complexo I (sitio Ig). Quando a rotenona é adicionada ao
ensailo, a producdo de ERO/H;0: parece insensivel a AOL, mesmo
em altas concentracdes, independentemente do sitio
envolvido. A clara auséncia de efeito em varios sitios de
producdo de ERO mitocondrial ndo é apenas surpreendente, mas
também faz perguntas interessantes sobre o préprio mecanismo
de acdo da AQOL nas mitocdndrias. De fato, esses resultados
descartam a hipdtese basica do modo de acdo da AOL descrito
nos artigos anteriores e na base da patente para seu uso
terapéutico. Esses resultados demonstram efetivamente que a
AQOL ndo é um limpador radical; caso contrario, sua acdo seria
independente da origem dos ERO. No entanto, como a AQOL
claramente diminui fortemente a produgdo de ERO pelo complexo
I no sitio Ig, e somente nesse sitio, temos a evidéncia de
que a AOL inibe especificamente a formacdo de ERO nesse
sitio.

[448] Embora o mecanismo ainda precise ser investigado,
sdo apresentadas evidéncias de que o composto AOL interfere
especificamente com o complexo mitocondrial I e inibe

seletivamente a producdo de superdxido a partir do sitio de
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ligacdo a ubigquinona do complexo I (sitio Ig), sem efeitos
na producédo de superdxido de outros sitios ou na fosforilacéo
oxidativa. Até onde sabemos, hé& apenas um composto com
propriedades comparéaveis que foli descrito recentemente, a N-
ciclo-hexil-4-(4-nitrofenoxi) Dbenzenossulfonamida (Orr et
al., 2013. Free Radic. Biol. Med. 65: 1047- 1059). Assim
como a AOQOL, esse composto ndo modifica a atividade do
complexo I como componente da cadeia respiratdria e da
fosforilacdo oxidativa.

[449] A especificidade da AOL foi ainda testada in vitro
usando o sistema peroxidase-Amplex Red utilizado para a
medicdo de ERO/H202 por mitocdndrias, que na verdade mede a
aparéncia de Hz0:; pela oxidacdo de Amplex Red a resorufina
fluorescente (ver Figura 4) Na auséncia de mitocdndrias e ao
adicionar um sistema produtor de H202 ao sistema de medicgdo,
fol possivel testar o efeito da AOL nesse sistema. Isto foi
realizado usando NAD(P)H oxidase comercial que produz H202
na presenca de NAD(P)H adicionado e medindo a reducdo de
Amplex Red em resorufina (Figura 4). N&o observamos qualquer
inibicdo da fluorescéncia nessas condicdes, dgque excluem
qualquer efeito da AOL na NAD(P)H oxidase ou na atividade da
peroxidase (resultados ndo mostrados). Esses resultados
confirmam que a AQOL ndo interfere no sistema de medigdo nem
interage diretamente com o H202. Curiosamente, esses

resultados também demonstram que a AOL ndo inibe a producéo

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 168/256



159/219

de ERO/ Hz0, pela NADP (H) oxidase, gue é um - se nido o -
maior produtor de ERO/H20: ndo mitocondrial nas células. O
esquema da Figura 4 recapitula as diferentes informacdes
sobre o modo de acdo da AOL na producdo de ERO/H20: pelas
mitocédndrias e NAD(P)H oxidase e enfatiza a especificidade
muito alta demonstrada aqui. Esses resultados estdo em
flagrante contraste com afirmacdes anteriores sobre o efeito
putativo da AOL como eliminador radical.

[450] Quando testada em mitocdndrias isoladas do coracéo
de camundongos, a AOQOL diminui efetivamente a producdo de
ERO/H20, mitocondrial (nas mitocédndrias isoladas, o H20: é
produzido a partir da reducdo de ERO pela superdxido
dismutase mitocondrial) . No entanto, os resultados
apresentados aqui demonstram claramente que a AOL ndo atua
como um simples antioxidante ou limpador de radicais. Embora
0s antioxidantes sejam eliminadores gerais de ERO/H202, a AOL
apresenta uma seletividade completa em relacdo a formacdo de
ERO pelo sitio Ig no complexo I, o que demonstra que a AQOL
ndo 1interage simplesmente com radicais superdxido, mas
impede especificamente sua formacdo no complexo I. A esse
respeito, A AOQOL, portanto, aparece como membro de uma nova
classe de protetores de estresse oxidativo, cujo Unico membro
foi descrito muito recentemente (Orr et al., 2013. Free
Radic. Biol. Med. 65: 1047-1059). Engquanto os antioxidantes

geralmente né&do interferem diretamente no transporte de
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elétrons e eliminam as ERO e/ou H»0: a jusante da producédo
e, portanto, nunca podem suprimir totalmente o efeito das
EROs (Orr et al., 2013. Free Radic. Biol. Med. 65: 1047-
1059), A AOQOL pode agir de maneira diferente, impedindo a
formacdo de ERO e, portanto, sendo mais ativa para proteger
as mitocdbndrias de seus préprios ERO.

[451] Os dados aqui apresentados vdo além e demonstram
que a AOL é um inibidor especifico da formacdo de ERO no
sitio Ip do complexo I da cadeia respiratdéria mitocondrial.
No entanto, sdo necessarias experiéncias adicionais para
verificar se a AOL ndo tem efeito algum em outros sitios
mitocondriais, mas 1sso ndo impede as conclusdes acima.
Também mostramos aqui algumas evidéncias de que a AOL pode
interagir apenas com mitocdndrias sem afetar a formacdo de
radicais de oxigénio no citosol e, portanto, ndo afetaria a
sinalizacdo intracelular.

[452] A inibicédo da atividade do complexo I pela rotenona
ou pela neurotoxina MPP' tem sido associada ao parkinsonismo
em roedores e humanos, sugerindo uma ligacdo entre o complexo
I disfuncional, a producdo de ERO e a neurodegeneracdo
(Langston et al., 1983. Science. 219 (4587): 979-980;
Betarbet et al., 2000. Nat. Neurosci. 3 (12): 1301-1306).
Por outro lado, anadlises comparativas mostram uma relacdo
inversa entre a producdo maxima de superdxido/Hz202 do sitio

Io, mas ndo o sitio Ir, e a vida util méxima em diversas
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espécies de vertebrados (Lambert et al., 2007. Aging Cell.
6 (5): ©607- 618; Lambert et al., 2010. Aging Cell. 9 (1):
78-91). Portanto, moduladores seletivos da producdo de
superdxido/H20, do sitio Ig ou sitio Ir ofereceriam
oportunidades uUnicas para investigar o papel putativo da
producdo de ERO mitocondrial em processos normais e
patoldgicos (Orr et al., 2013. Free Radic. Biol. Med. 65:
1047-1059). Existem também algumas especulacdes, mesmo
controversas, de que o sitio IIIp, - ndo afetado pela AQOL -
desempenha um papel importante na sinalizacdo celular
durante a hipédxia.

[453] Em conclusédo, parece dgue as propriedades da AOL
podem representar um avanco na busca de moduladores
especificos da producdo de ERO/H202 nas células. Esta é uma
questdo importante atualmente na pesquisa, e a AOL tem uma
enorme vantagem em relacdo as moléculas recém-descobertas,
uma vez que Jj& estd autorizada para uso humano.

- AQOL atua a montante da producdo de ERO, garantindo,
portanto, maior protecdo que os antioxidantes cléssicos;

- AOL atua especificamente na producdo de ERO
mitocondrial;

- AQL garante protecdo mitocondrial, c¢rucial para
inumeras doencas, principalmente cardiacas;

- AOL ndo interfere na sinalizacdo celular;
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- A AOL atua especificamente no Ip do sitioc no complexo
I, que ¢é o principal sitico mitocondrial e pode estar
implicado em doencas importantes, incluindo a doenca de
Parkinson e a fibrilacdo cardiaca.

[454] A AQOL pode representar o primeiro membro de uma
nova classe de "protetores" que impedem especificamente a
producdo de ERO nas mitocdndrias e, portanto, pode ser usada
para protecdo mitocondrial durante varios estresses
oxidativos e, portanto, prevenir doencas, com muito pouco
efeito colateral na sinalizacdo essencial de ERO celular.

Exemplo 3: Efeito da AOL em uma doenca cardiovascular:

diabetes

Efeito do composto AOL na secrecdo de 1insulina

estimulada por glicose (GSIS) em ilhotas pancredticas de

camundongo

[455] O objetivo do estudo foi investigar a capacidade
do composto AOL em modular a secrecdo de insulina estimulada
por glicose (GSIS) em 1ilhotas pancreaticas 1isoladas de
camundongos.

Material e métodos

[456] As experiéncias foram conduzidas em estrita
conformidade com as recomendacdes da Unido Europeia
(2010/63/EU) e foram aprovadas pelo Ministério da
Agricultura e Pescas da Franca (autorizacdo n°® 3309004) e

pelo comité de ética local da Universidade de Bordeaux. Foram
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feitos esforcos maximos para reduzir o sofrimento e o numero
de animais utilizados.

[457] Foram realizadas trés experiéncias independentes
e, para cada um deles, dois camundongos foram sacrificados
e as 1ilhotas foram isoladas de acordo com o procedimento
descrito a seguir.

[458] Ilhotas pancreédticas foram isoladas pelo método de
digestdo com colagenase. Resumidamente, o péancreas foi
inflado com solucdo de Hanks contendo 0,33 mg/mL de
colagenase (Sigma-Aldrich), glicose 5,6 mM e albumina sérica
bovina a 1%, pH 7,35, removido e mantido a 37 °C por 6-9
minutos. Apds digestdo tecidual e remocdo exdcrina por trés
lavagens consecutivas, as ilhotas foram coletadas
manualmente, sob lupa binocular. As ilhotas foram deixadas
se recuperando da digestdo cultivando por 20-24 horas em
meio RPMI-1640 contendo glicose 11 mM (Invitrogen, CA, EUA)
e suplementadas com glutamina 2 mM, 200 UI/mL de penicilina,
200 pg/mL de estreptomicina e 8% soro bovino fetal sem o
carvado-dextrano (Invitrogen).

[459] Para cada experimento estédtico de GSIS, as ilhotas
de dois camundongos foram incubadas pela primeira vez por 2
horas a 37 °C em 3 mL de solucdo tampdo de Krebs-bicarbonato
(em mM): 14 NaCl, 0,45 KC1, 0,25 CaCl2, 0,1 MgCl2, 2 HEPES
e 3 de glicose , equilibrado com uma mistura de 95% de 02:

5% de C0O2, pH 7,4. Em seguida, grupos de cinco ilhotas com
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tamanhos correspondentes foram transferidos para cavidades
de placas de 24 cavidades com 0,5 mL de tampdo fresco
contendo um dos seguintes estimulos: glicose 3 mM (Glc) e
glicose 11 mM mais veiculo (DMSO a 0,4% em bicarbonato de
Krebs tampdo) ou 11 mM de glicose mais o farmaco diluido a
ser testado (10 M ou 20 pM de AOQOL no veiculo) e incubados
por mais 1 hora. Foram utilizadas seis cavidades diferentes
para cada condicdo experimental. No final da incubacao,
albumina bovina foi adicionada a cada cavidade para uma
concentracdo final de 1% e a placa foi colocada a 4 °C por
15 minutos para 1interromper a secrecdo de insulina. Em
seguida, a midia foi coletada e armazenada a -20 °C para
medicdo subsequente do conteudo de insulina por ELISA (kit
da Mercodia, Uppsala, Suécia), de acordo com as instrucdes
do fabricante. A secrecdo de insulina em cada cavidade foi
calculada como ng de insulina por 1ilhota e por hora de
incubacédo e depois expressa como porcentagem de secrecdo de
insulina no grupo veiculo de glicose 11 mM, gque foi
considerado 100%.

A descricdo dos grupos experimentais ¢é mostrada na

Tabela 1.
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Definigédo de

tratado com

veliculo e 3

tratado com

veliculo e 11

tratado com

AOL 10 uM e

Abreviagio do 11 mM Glc- 11 mM Glc + | 11 mM Glc +
3 mM Glc-Veh
grupo Veh AOL 10 uM AOL 20 uM
Grupo Grupo Grupo Grupo

tratado com

AQOL 20 pM e

grupo
mM de mM de 11 mM de 11 mM de
glicose glicose glicose glicose
Nimero de
4-6 5-6 4-6 o
cavidades
Resultados
[460] Os valores individuais de secrecdo de insulina

obtidos em cada uma das trés experiéncias foram combinados

e calculados a média. Estes sdao expressos como a porcentagem

relativa de secrecdo de insulina, normalizada no Jgrupo

veiculo de glicose 11 mM (Figura 5).

[461] A andlise combinada dos dados mostra que a AOL

aumentou o GSIS em 10 e 20 uM, mostrando uma poténcia

semelhante, com um aumento de GSIS variando em torno de 65-
75% em comparacdo com O grupo de veiculo com glicose 11 mM

(ANOVA unidirecional; pds-teste de Bonferroni) para analise

estatistica, consulte a Tabela 2.
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Tabela 2.
ANOVA Soma dos Graus de Média de F
unidirecional | quadrados | liberdade | quadrados P
Experiéncia Tratamento 50630 3 16880 18,36 0,0001
n° 1 Residual 16540 18 919,0
Experiéncia Tratamento 44790 3 14930 21,40 0,0001
n°® 2 Residual 12530 18 695, 9
Experiéncia Tratamento 193700 3 64570 35,16 0,0001
n° 3 Residual 33060 18 1837
Experimentos Tratamento 244100 3 81360 33,13 0,0001
combinados Residual 152200 62 2455

Conclusdo

[462] O estudo demonstra que a AOL, nas doses testadas

(10 e 20 M), melhora o GSIS e estimula significativamente

a secrecdo de insulina in vitro, em 1ilhotas pancreaticas
isoladas de camundongos.

[463] Assim, esses achados sugerem que a AQOL pode ser
particularmente Util em condicdes patoldgicas nas gquais a
incluindo

secrecdo de insulina é deficiente, como diabetes,

diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 e outros tipos de diabetes,
como MODY (Diabetes com inicio na maturidade dos jovens).

Efeitos de um tratamento crénico com AOL na ingestdo de

alimentos, peso corporal e metabolismo da glicose em

camundongos obesos induzidos por dieta

Material e métodos

[464] O objetivo do estudo foi determinar se o composto

AOL, administrado diariamente nas doses de 5 mg/kg e 10 mg/kg

por até cinco semanas por administracdo intraperitoneal

(i.p.) didria em camundongos obesos induzidos por dieta (DIO)
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alimentados com uma dieta rica em gorduras (HFD), modifica
a ingestdo de alimentos, o peso corporal, a adiposidade e o
metabolismo da glicose.

[465] Os camundongos foram alimentados ad libitum com um
HFD (60% de calorias provenientes de gordura, principalmente
banha) por doze semanas antes do 1inicio do estudo
farmacoldbgico. Os animals receberam AOL ou seu veiculo por
administracdo intraperitoneal (i.p.) e foram mantidos em HFD
durante todo o estudo. A ingestdo de alimentos e o peso
corporal foram medidos diariamente e registrados por até
trés semanas consecutivas.

[466] Para distribuicdo apropriada dos camundongos nos
diferentes grupos experimentais antes do inicio do estudo
farmacoldgico, avaliamos sua composicdo corporal in vivo
usando uma Echo MRI 900 (EchoMedical Systems, Houston, Texas,
EUA) (ver também Cardinal et al., 2014 Mol. Metab. 3 (7):
705-16; Cardinal et al., 2015. Endocrinology. 156 (2): 411-
8). As medicdes didrias da ingestdo alimentar e do peso
corporal foram obtidas wutilizando uma balanca (modelo
TP1502, Denver Instruments).

[467] Trinta camundongos machos C57/B16J de 7 semanas de
idade chegaram ao laboratério em 25 de fevereiro de 2016 e
foram submetidos a uma primeira andlise de composicéo
corporal in vivo (Echo MRI 900, EchoMRI Systems) apds 1

semana de adaptacdo a sala experimental. Apds esta primeira
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andlise por ressondncia magnética, os animais foram
alimentados com uma dieta rica em gordura (HFD) ad libitum
por um periodo de doze semanas. Posteriormente, eles foram
submetidos a uma segunda anadlise por ressonédncia magnética
e foram distribuidos em 3 grupos experimentais de peso
corporal equivalente e composicido corporal.

[468] Apbs o0 inicio do tratamento farmacoldgico (dia 1),
a 1ngestdo de alimentos (FI) e o peso corporal (BW) foram
medidos diariamente antes da fase escura em animais alojados
em sua gaiola. O derramamento de alimentos era verificado
diariamente. O alimento consumido foi calculado subtraindo
0 alimento deixado nas tremonhas da quantidade pré-ponderada
inicial. FI e BW foram medidos por trés semanas consecutivas.
Posteriormente, os animais foram submetidos a uma terceira
andlise de ressonédncia magnética, a fim de observar os
efeitos potenciais do tratamento sobre a composicido corporal
(alteracdes na gordura e na massa magra), seguidos de um
teste de toleréncia a glicose (GTT) e um teste de toleréncia
a insulina (ITT). Os camundongos receberam diariamente i.p.
administracdo da AOL ou de seu veiculo por um periodo total
de cinco semanas, até que eles fossem sacrificados.

[469] Um analisador de composicdo de corpo inteiro para
ressonéncia magnética de eco nuclear (Echo MRI 9200;
EchoMedical Systems) foli usado para avaliar repetidamente a

gordura corporal € a massa madra em camundongos conscientes.
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[470] GTT e ITT sédo rotineiramente usados para avaliar
a modulacéo dinémica do metabolismo da glicose,
respectivamente, durante um desafio de glicose e um desafio
de insulina. Eles fornecem informacdes sobre a presenca de
intolerédncia a glicose e possivel resisténcia a acdo do
horménio insulina.

[471] Os animais foram injetados i.p. com 1,5 g/kg de D-
glicose (Sigma-Aldrich) para o GIT ou com 0,5 U/kg de
insulina (Humulin, Lilly, Franca) para o ITT. Para o GTT e
ITT, os animais foram submetidos a jejum durante a noite. Os
testes foram realizados na manhd seguinte. Amostras de sangue
foram coletadas da veia da cauda em diferentes momentos (O,
15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a administracdo i.p. de
glicose ou insulina) e a concentracdo de glicose foi medida
usando bastdes de glicose (OneTouch Vita, Lifescan France,
Issy Moulineaux, Franca).

[472] No sacrificio, as amostras de sangue foram
coletadas, a glicose no sangue foi avaliada rapidamente
usando bastdes de glicose e as amostras de sangue foram entéo
centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. O plasma obtido foi
armazenado a -80 °C para medicdo subsequente de insulina,
realizada por meio de um ELISA (kit da Mercodia, Uppsala,

Suécia), de acordo com as instrucdes do fabricante.
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[473] O indice HOMA-IR, que fornece informacdes sobre a
presenca de resisténcia a insulina, foi calculado usando a
férmula (Glicose mmol/L x Insulina mU/L) /22, 5.

[474] As anadlises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prism (San Diego, CA, EUA). As medidas
repetidas de ANOVA bidirecional foram realizadas para
analisar os efeitos do fator de tratamento, o fator tempo e
sua 1interacdo na ingestdo de alimentos, peso corporal, GTT
e ITT. ANOVA one-way fol realizada para comparar o efeito do
fator de tratamento na ingestdo cumulativa de alimentos,
composigdo corporal, AUC de GTT e ITT e glicose circulante,
insulina e HOMA-IR no momento do sacrificio. Quando os
resultados da ANOVA foram significativos (p < 0,05), foi
realizado o teste post hoc de Tukey para permitir comparacdes
multiplas adequadas entre os grupos. 0Os dados sdo expressos
como média * SEM. Os graficos foram gerados usando o software
GraphPad Prism.

Resultados

[475] O tratamento ndo teve um efeito significativo no
peso corporal ou na porcentagem (%) de alteracdo do peso
corporal calculada a partir do dia 1 em que o peso corporal

fol medido antes da primeira administracédo da AOL.

[476] A administracdo crdnica de AOL apds trés semanas
tendeu a reduzir a massa gorda (p = 0,13, figura 6), embora
ndo tivesse efeito na massa magra (figura 7). 0Os wvalores
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médios * SEM estdo representados nas Figura 6 e 7 e a andlise

estatistica ¢é mostrada na Tabela 3 e na Tabela 14,
respectivamente.
Tabela 3. Andlise estatistica dos dados representados

na Figura 6.

ANOVA Soma dos Graus de Média de F p
unidirecional | quadrados | liberdade | quadrados
Tratamento 18.50 2 9.248 2.151 | 0.1366
Residual 111.8 26 4.299
Tabela 4. Andlise estatistica dos dados representados

na Figura 7.

ANOVA Soma dos Graus de Média de F p
unidirecional | quadrados | liberdade | quadrados
Tratamento 2.773 2 1.387 1.256 | 0.3014
Residual 28.70 26 1.104
[477] AQOL na dose de 10 mg/kg diminuiu

significativamente a acdo da insulina nos niveis circulantes

de glicose durante uma ITT (Figura 8), sugerindo a presenca

de resisténcia a insulina. Consequentemente, também foi

encontrado um efeito de tratamento ao analisar a AUC (AUC

veh: 12812,50 £ 750,35, AUC AOL 5 mg/kg: 15006,56 + 1139,69,

AUC AOL 10 mg/kg: 18168,33 + 1562,90, ANOVA FID (2, 23) =

5,186, 0,0138), com o grupo AOL 10 mg/kg apresentando

p:

uma AUC significativamente maior gque o grupo veiculo (Tukey

pbs-hoc, p = 0,0107). O0Os valores médios * SEM estéo

representados na Figura 8 e a andlise estatistica é mostrada

na Tabela 5.
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Tabela 5. Anédlise pds-hoc sobre o fator de tratamento
para dados na Figura 8. Os numeros na tabela de andlise Pos-
hoc de Tukey representam os valores de p. 0s valores em

negrito correspondem a resultados significativos (p < 0,05).

Tukey pds-hoc Veiculo AOL 5 mg/kg AOL 10 mg/kg
Veiculo 0.532016 0.023546
OP 5 mg/kg 0.532016 0.232976
OP 10 mg/kg 0.023546 0.232976
[478] No momento do sacrificio, apds cinco semanas de

tratamento, os niveis de glicose no sangue foram medidos em
camundongos em Jjejum de 2 horas.
[479] A AOL tendeu a diminuir os niveis de glicose no
sangue (Figura 9) e a analise estatistica na Tabela 6.
Tabela 6. Anadlise estatistica dos dados representados

na Figura 9.

ANOVA Soma dos Graus de Média de F
unidirecional | quadrados | liberdade | quadrados P
Tratamento 3972 2 1986 2.586 | 0.0980
Residual 16898 22 768.1
Conclusdo
[480] Em animais obesos induzidos por dieta, a

administracdo didria crdnica de AQOL tendeu a diminuir o peso
corporal e a ingestédo de alimentos em camundongos DIO (dados
ndo mostrados). Consequentemente, isso foil associado a uma
tendéncia de diminuicdo da massa gorda e dos niveis basais

de glicose no sangue.
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[481] No geral, esses dados sugerem que a AOL pode ter
alguns efeitos benéficos em um modelo de obesidade alimentar.

Exemplo 4: Efeito da AOL em uma doenca neuroldgica:

doenca de Parkinson

[482] Neste estudo, os potenciais efeitos
neuroprotetores da AOL foram avaliados pela contagem do
numero de neurdnios positivos para tirosina hidroxilase (TH)
na substéncia negra (SN) no l-metil-4-fenil-1,2,3
subcrdnico, Modelo de camundongo 6-tetrahidropiridina (MPTP)
da doenca de Parkinson. 0Os camundongos foram tratados com
AOL (5 mg/kg; i.p.) ou veiculo durante 11 dias consecutivos.
MPTP (20 mg/kg; i.p.) ou solucdo salina foi administrada nos
dias de tratamento 4-8. Todos os camundongos foram mortos no
dia 12 apds a administracdo final do tratamento.

[483] A administracédo subcrdénica de MPTP em camundongos
C57/ble induz degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos
nigroestriatais, o que leva a um numero reduzido de neurdnios
TH positivos no SN, o que foi, nessa ocasido, uma reducdo de
39%.

Material e métodos

[484] Para as condicdes do veilculo, o item de teste foi
dissolvido em DMSO a 0,5%/Tween 20 a 0,95% em solucdo salina
enquanto a AOL foil administrada por via intraperitoneal
(i.p.) na dose de 5 mg/kg. O volume de administracdo foi de

10 mL/kg.
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[485] Os camundongos machos Cb7bl/6 (Janvier) pesando
22-28 g foram alojados em uma sala com temperatura controlada
sob um ciclo claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a
comida e é&agua. A fim de alcancar provisoriamente numeros
finais de n = 10 por grupo, n = 12 por grupo foram usados
para explicar possivels perdas no decorrer do experimento.
Para produzir neurodegeneracdo de neurdnios dopaminérgicos
na substdncia negra, os camundongos foram tratados com
cloridrato de MPTP (20 mg/kg i.p. uma vez ao dia, durante
cinco dias consecutivos).

[486] Os camundongos foram sacrificados humanamente por
deslocamento cervical apds a ultima administracéo.

[487] A metade caudal do cérebro (contendo a substancia
negra) foi colocada em paraformaldeido (4% em solugdo salina
tamponada com fosfato 0,1 M (PBS) pH 7,4) por 5 dias e depois
transferida para sacarose 20% (20% em PBS 0,1 M) por
crioprotecdo. O tecido fol entdo congelado em isopentano
frio (a -50 °C + 2 °C).

[488] As estrias foram dissecadas, pesadas e congeladas
rapidamente em gelo seco (a -70 °C + 10 °C). As amostras de
tecidos sd3o armazenadas a -70 °C (£ 10 °C) para uma andlise
por HPLC opcional da dopamina e seus metabdlitos. Se esta
opcédo nado for utilizada, os estriados serdo destruidos.

[489] Secdes em série coronais de todo o mesencéfalo

foram cortadas em um criostato a intervalos de 50 um. As
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secbes foram coletadas flutuando livremente em placas de
cavidade contendo solucéao crioprotetora, que foram
armazenadas a -20 °C até o dia do processamento imuno-
histoquimico da TH.

[490] A  imuno-histoquimica do TH foi realizada da
seguinte forma em cada quarta secdo. As secbes de tecido
foram retiradas do freezer a -20 °C, deixadas para se ajustar
a temperatura ambiente e depois enxaguadas em solucdo de
PBS. A peroxidase enddgena foi inibida por incubacdo em PBS
contendo H202 a 0,3% por 10 minutos. Depois disso, as secdes
foram lavadas em PBS, incubadas em PBS soro de cavalo normal
(NHS) a 4% e Triton X-100 a 0,3% por 30 minutos, para o
bloqueio de sitios antigénicos nédo especificos. As seccdes
foram entdo incubadas durante a noite a temperatura ambiente
no diluente de anticorpo + anticorpo primadrio para tirosina
hidroxilase (TH) (anticorpo isolado por afinidade anti-TH,
Sigma T8700) a uma diluicdo de 1/10.000. As seccdes foram
entdo enxaguadas abundantemente em PBS e incubadas durante
30 minutos em reagente de deteccdo de polimero de Immpress
Ig peroxidase (Vetor MP7401). Depois disso, as secgdes foram
cuidadosamente lavadas com PBS. A coloracdo imunoldgica foi
entdo revelada com o kit 3,3'-Diaminobenzidina (DAB)/Tris/
H20, (Vetor SK4100). Apdés um minuto, a revelacdo foi
interrompida com varias lavagens de PBS. As secdes foram

montadas e contrastadas com 0,1% de violeta de cresil.
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[491] Utilizou-se andlise estereoldgica imparcial para
estimar o numero de neurdnios imunopositivos para TH (TH +)
(Mercator, Explora Nova, La Rochelle, Franca). Os limites do
SN foram determinados examinando o tamanho e a forma dos
diferentes grupos neuronais TH+. O volume foi calculado
usando a férmula: V = £S td; onde IS é& a soma das Areas da
superficie, t é a espessura média da secdo ed é& o numero de
fatias entre duas secdes consecutivas medidas. Uma em cada
quatro secdes foi usada; dissectores bticos foram
distribuidos usando um esquema de amostragem sistemética.
Dissecadores (50 um de comprimento, 40 um de largura) foram
separados um do outro por 150 pm (x) e 120 um (y). A seguinte
férmula foil usada para estimar o numero de neurdnios TH +:
N =V (SN) (2Q-/%V (dis)); onde N é a estimativa do numero
de células, V & o volume do SN, XQ0- é& o numero de células
contadas nos dissecadores e IV (des) é o volume total de
todos os dissecadores. O numero médio estimado de neurdnios
e SEM foil entdo calculado para cada grupo.

[492] Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando o prisma Graphpad versdo 7. Todos os dados séo
apresentados como média * erro padrao da média (MEV). O
efeito da AOL foi analisado com uma ANOVA unidirecional,
seguida pela anédlise pds—-hoc de comparacdes multiplas de
Dunnett. Um valor de P menor que 0,05 foi considerado

significativo.
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Resultados

[493] Houve um efeito significativo do tratamento no
numero de células TH+ no SN (F2,29 = 10,94, p < 0,001, Figura
10). O numero de células TH + no SN foi reduzido em 39% (p
< 0,001) em tratados com MPTP em comparacdo com animais
tratados com veiculo. Apds a administracdo da AOL, o numero
de células TH + no SN aumentou 44% (p < 0,01) em comparacéo
com o veiculo nos camundongos tratados com MPTP.

Conclusdo

[494] O tratamento da AOL por 11 dias consecutivos, na
dose de 5 mg/kg, tem um efeito neuroprotetor significativo
em comparacdo com o veiculo, na prevencido da reducdo induzida
por MPTP nas células TH + no SN, resultando em 44% mais
células sobreviventes no SN com a administracdo da AOL.

[495] Esses dados sugerem que o tratamento da AOL pode
proteger os neurdnios dopaminérgicos na substéncia negra da
intoxicacdo por MPTP.

Exemplo 5: Efeito da AOL em doencas cardiovasculares:

lesdo de isquemia-reperfuséo

[496] O presente estudo tem como objetivo avaliar a
capacidade da AQOL de proteger o coracdo de camundongos
perfundidos dos danos ocorridos apds isquemia e reperfuséio
globais.

[497] As consequéncias da isquemia global de 30 minutos

seguida de reperfusdo de 120 minutos (Figura 11) sobre
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contratilidade e viabilidade do tecido foram estudadas em
coracdo de camundongo perfundido isolado pré-tratado ou néo
(veiculo de controle) com AOL 10 uM.

Material e métodos

[498] Todos o©os procedimentos obedeceram a Lei dos
Animais do Reino Unido (Procedimentos Cientificos) de 1986
e ao Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratédrio,
publicado pelos Institutos Nacionais de Saude (Publicacéo

NIH N° 85-23. Revisada em 1996). Camundongos Wistar machos

oo

(250-300 qg) foram anestesiados <com isoflurano a 3%,
heparinizados e sacrificados por injecdo IP 1letal de
pentobarbital (130 mg/kg). Coracdes (~ 0,95 g de peso fresco)
foram rapidamente colhidos e colocados em tampdo Krebs-
Henseleit gelado (contendo mmol/L): NaCl 118, NaHCOs 25, KC1
4,8, KHxPO4 1,2, MgS0Os 1,2, glicose 11 e CaClz 1,8; gaseado
com 95% de 02/5% de CO2 a 37 °C (pH 7,4). As perfusdes
cardiacas de Langendorff foram realizadas (Garlid et al.,
2006. Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 291 (1): H152-60)
e a contratilidade foi avaliada por medicdo continua do
produto sob pressdoc de pressdo (RPP), gracas a um baléao
colocado no ventriculo esquerdo e conectado a um transdutor
de pressdo. 0s coracdes foram perfundidos em um modo de fluxo
constante (12 mL/min). Apds 10 minutos para estabilizacdo

seguida de 10 minutos de tratamento com o veiculo (Controle)

ou solucdo de AQOL 10 uM, a isgquemia normotérmica global foi
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induzida pela interrupcdo do fluxo de perfusdo por 30 minutos
enquanto imerso no coracdo em tampdo de perfusdo a 37 °C. No
final do periodo de reperfusdo, os coracdes foram corados
para avaliar o tamanho do infarto ou pincados por
congelamento usando linguas resfriadas a nitrogénio ligquido.
Neste Ultimo caso, 0os coracdes foram triturados sob

nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C para anélises

posteriores.
[499] No final do periodo de reperfusdo, os coracdes
foram corados com cloreto de trifeniltetrazdélio (TTC): os

coracdes foram perfundidos por 7 minutos a 13 mL/min com uma
solucdo de TTC a 12% (p/v), a fim de obter uma concentracdo
final de 1% em o coracdo. 0Os coracdes foram entdo destacados
da cénula e incubados por mais 4 minutos a 37 °C antes de
serem cortados perpendicularmente ao eixo longitudinal em 6
fatias. As fatias foram entdo tratadas em solucdo de
formalina a 4% (p/v) durante a noite a 4 °C e pesadas, antes
de fotografar os dois lados de cada fatia. A superficie das
Areas necroticas e de risco de cada lado foi determinada em
cada fotografia por planimetria (Alphakase v5.5), e o tamanho
do infarto foi expresso como uma porcentagem da A&rea
transversal total do coracdo, uma vez que o coracdo total
era submetido a isquemia.

[500] Os dados de 6 preparacdes 1independentes séo

expressos como média * SEM. Como o numero n em cada grupo é
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menor que 20, a distribuicdo foi considerada ndo-normal e,
consequentemente, foil realizado um teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney (SPSS statistics 17.0) para comparar os dois
grupos. Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos se o valor de p estiver abaixo de 0,05,

Resultados

[501] A Figura 11 apresenta a evolucdo da PRP -
considerada agqui como substituta da contratilidade cardiaca
- durante a fase <critica da reperfusdo apds isquemia.
Claramente, a AOL melhora a contratilidade e apds uma
evolucdo idéntica em comparacdo com os coracdes de controle
tratados com AOL, mostrou uma melhora na contratilidade que
era cerca de trés vezes malor dque os coracOes de controle
apds 2 horas de reperfusdo. Nesse momento, o0s coragdes foram
preparados para a coloracdo de TTC para avaliar a viabilidade
do tecido. A maior atividade contrédtil dos coracdes da AOL
foli confirmada pela coloracdo com TTC, e as fotografias das
fatias de coracdes tratados e ndo tratados (dados néo
mostrados) mostram claramente gque a AOL induziu uma
importante protecdo do tecido cardiaco. Essa protecédo foi
analisada mais minuciosamente e 0s resultados sao
apresentados na Figura 12. O tamanho do infarto - tecido
danificado - é expresso como porcentagem da superficie total
de cada experimento independente, Jjuntamente com o valor

médio para coracdes tratados e ndo tratados com AQOL. Os
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resultados mostram claramente que a AQOL protege
significativamente o) tecido cardiaco de danos por
isquemia/reperfusdo. De fato, cerca de 50% do tecido
infartado foi resgatado pelo pré-tratamento com AQOL (Figura
12) .
Conclusdo

[502] Esses resultados estendem, sob condigcdes ex vivo
(brgdo vivo), o papel da AOL como inibidor da producdo de
FERO mitocondrial, provavelmente no nivel do complexo I.

[503] Eles também evidenciam o interesse terapéutico da
AQL na protecdo tecidual contra danos a isquemia/reperfuséo,
ndo apenas no coracdo, mas também em gqualquer tecido
individuo a isquemia.

Exemplo 6: Efeito da AOL em uma doenca cardiovascular:

hipertensdo pulmonar

[504] O presente estudo tem como objetivo estudar o papel
das mitocdndrias na fisiologia da wvasculatura pulmonar e
fornecer um novo tratamento alternativo para a hipertenséo
pulmonar. Essa doenca é caracterizada pelo aumento da presséo
arterial pulmonar e remodelamento das artérias pulmonares
(AP), levando ao aumento da resisténcia vascular pulmonar,
hipertrofia do ventriculo direito, insuficiéncia cardiaca
direita e, por fim, morte.

[505] A hipertensdo pulmonar pode ser dividida em cinco

grupos, entre os quais o grupo 1 corresponde a hipertenséo
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arterial pulmonar. No grupo 3, inclui hipertensido pulmonar
por doencas pulmonares (como disturbio pulmonar obstrutivo
crénico) e/ou hipoxemia alveolar.

[506] Para abordar a dquestdo do efeito da AOL, foram
utilizados dois modelos de camundongos diferentes: um modelo
de hipdéxia e um modelo induzido por monocrotalina, dgue
compartilham caracteristicas fisiopatoldgicas com a
hipertenséo pulmonar do grupo 3 e do grupo 1,
respectivamente.

Material e métodos

[507] Camundongos Wistar machos (300-400 qg) foram
separados em 3 grupos e utilizados 4 semanas depois:

- 0 primeiro grupo (camundongos controle ou normaxicos
- N camundongos) foi alojado em ambiente;

- 0 segundo dJgrupo (camundongos hipdxicos crénicos -
camundongos CH) foi exposto a hipdéxia crdnica por 3 semanas
em uma camara hipobarica (50 kPa); e

- o terceiro grupo (camundongos MCT) foi injetado com
uma dose Unica intraperitoneal de monocrotalina na dose de
60 mg/kg. O MCT (Sigma, St Quentin Fallavier, Franca) foi
dissolvido em um volume igual de HC1 (1 M) e NaOH (1 M).

[508] EFm cada grupo, alguns animais foram tratados com
AQL (Sulfarlem, EG Labo Eurogenerics. Comprimidos triturados
misturados com alimentos, alimentados ad libitum) e outros

animais ndo foram tratados. 0s alimentos consumidos foram
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pesados todos os dias para estimar a dose de AOL
administrada. 10 mg/kg/dia foram assim administrados durante
as 3 semanas de experiéncia para o segundo e terceiro grupos.

[509] Para cada condicdo, foram wutilizados 7 a 10
camundongos. Todos os cuidados com os animais e procedimentos
experimentals obedeceram as recomendacdes da Federacao
Furopeia da Associacdo de Ciéncias de Animais de Laboratério
e foram aprovados pelo comité de ética sitio (Comité de Etica
Regional de Aquitaine - referenciado 50110016-A).

[510] A hipertensdo pulmonar foi avaliada medindo-se a
pressdo arterial pulmonar média (mPAP) e a hipertrofia do
ventriculo direito. Para mensurar os camundongos PAP, N, CH
e MCT foram anestesiados com pentobarbital sbdico
(Centravet) por injecdo intraperitoneal (60 mg/kg) e o mPAP
fol medido, em camundongos com térax fechado, através de um
cateter inserido na veia Jjugular direita e, em seguida,
através os atrios direitos e o ventriculo direito na artéria
pulmonar e conectados a um transdutor de pressdo manométrica
Baxter Uniflow. A hipertrofia do wventriculo direito foi

estimada pela razdo entre o ventriculo direito (VD) e o

ventriculo esquerdo mais o peso do septo (VE + S) (indice de
Fulton) .
[511] A remodelacdo das artérias pulmonares (AP) foi

avaliada medindo-se a porcentagem da espessura medial da AP

de secdes de pulmdo embebido em parafina. As secdes
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pulmonares foram coradas com hematoxilina e eosina (VWR) de
acordo com o procedimento histoldédgico comum. Em cada secéo,
trés grupos de 10 artérias intracinares com diferentes
didmetros transversals foram observados para avaliar a
espessura da parede medial (ou seja, didmetros transversais
inferiores a 50 um, entre 50 a 100 um e entre 100 e 150 um).

Resultados

[512] Os resultados sdo expressos como média + SEM de n
observacdes independentes. Todos os dados foram analisados
usando um teste ndo paramétrico para amostras ndo pareadas
(teste de Mann-Whitney). A Figura 13 mostra o efeito da AQOL
na pressao arterial pulmonar (Figura 13A) e na remodelacdo
do coracdo (Figura 13B). n indica o numero de camundongos
para medicdes do indice mPAP e Fulton. Todos os graficos e
estatisticas de barras foram realizados com o software
Graphpad PRISM (v6, Graphpad Software). P < 0,05 foram
considerados significativos. Como visto, a AOL nado teve
efeito significativo no grupo controle (N camundongos). No
entanto, a pressdo arterial pulmonar média foi diminuida em
camundongos tratados com MOL com AOL e ainda mais
significativamente em camundongos com CH tratados com AOL.

O tratamento da AOL, no entanto, nado teve efeito no indice

de Fulton.
[513] A Figura 14 mostra o efeito da AOL no remodelamento
das artérias pulmonares. n 1indica o numero de vVvasos
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analisados para% da medicdo da espessura medial. Todos os

graficos e estatisticas de barras foram realizados com o

software Graphpad PRISM (v6, Graphpad Software). P < 0,05

foram considerados significativos. A AOL mostra um efeito

significativo em camundongos com CH, nos quais o diédmetro

das artérias pulmonares foi reduzido em cerca de 30%.
Conclusdo

[514] O tratamento da AOL, na dose oral de 10 mg/kg/dia,
tem um efeito significativo na prevencdo e/ou tratamento da
hipertensdo pulmonar in vivo, em particular no grupo 3 da
hipertensdo pulmonar. De fato, os resultados mostram uma
melhora significativa da sintomatologia clinica.

[515] Esses dados sugerem que as mitocdndrias
desempenham um papel importante na fisiologia da vasculatura
pulmonar e estendem o uso da AOL ao tratamento da hipertensdio
pulmonar.

Exemplo 7: Efeito da AOL no envelhecimento da doenca e

sindromes progerdides: degeneracdo macular

[516] O presente estudo tem como objetivo avaliar a
capacidade da AOQOL de proteger a retina contra a degeneracéo
progressiva.

Material e métodos

[517] Os camundongos criados sob iluminacdo ciclica de
baixa intensidade foram transferidos para iluminacdo ciclica

de alta intensidade por uma semana e divididos em 3 grupos
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(animais ndo tratados, animais tratados com veiculo e animais
tratados com AQL). Os animais tratados receberam injecdes de
veiculo ou AQOL na dose de 6 mg/kg/dia, trés vezes ao dia
durante os 7 dias da transferéncia (30 minutos antes da luz
acesa; as 13:00; as 21:00). Apds uma semana, o0s animais foram
transferidos no escuro (DO).

[518] Umn grupo controle (“ndo transferido”) nédo foi
transferido para iluminacido ciclica de alta intensidade, mas
recebeu o mesmo tratamento descrito acima: injecdes de
veiculo ou AOL trés vezes ao dia por 7 dias, seguidas por
uma transferéncia no escuro (DO).

[519] No dia seguinte a transferéncia no escuro (D1), é
realizada uma primeira eletrorretinografia. Mede o sinal
eletrofisioldgico que é gerado pela retina, em resposta a um
estimulo luminoso. E tipicamente caracterizada por duas
ondas, a onda a e a onda b. a onda a representa a deflexao
inicial da cbébrnea negativa, derivada dos cones e hastes das
camadas externas dos fotorreceptores. Reflete a
hiperpolarizacdo dos fotorreceptores devido ao fechamento
dos canais de ions s6dio na membrana do segmento externo. A
onda b representa a deflexdo positiva da cbdbrnea, derivada da
retina interna (predominantemente células Muller e ON-
bipolares). A anadlise do eletrorretinograma consiste em
medir a amplitude e/ou laténcia dessas ondas, em funcdo da

intensidade da estimulacdo da luz. a amplitude da onda a,
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para uma dada intensidade de estimulacdo luminosa, depende
do numero de fotorreceptores; engquanto a amplitude da onda
b, para uma dada intensidade de estimulacdo de luz e um
determinado numero de fotorreceptores, indica a eficiéncia
da transmissdo do sinal.

[520] Apbs a eletrorretinografia de D1, os animais foram
transferidos de volta em condicdes de iluminacdo ciclica de
baixa intensidade e uma segunda eletrorretinografia &
realizada em D15,

[521] Os animais foram entdo sacrificados para anédlise
histoldgica. A espessura das varias camadas da retina, em
particular a espessura da camada nuclear externa (ONL) e da
camada nuclear interna (INL), foi medida (em pm, a partir do
nervo 6tico e a cada 0,39 mm nos polos superior e inferior
da o disco 6tico).

Resultados

[522] A anélise histolégica é relatada na Figura 15.
Mostra dque, no grupo controle ("ndo transferido"), o
tratamento com AOL ndo afeta a espessura da ONL (Figura 15A).
Isso sugere dque a AOL ndo tem um efeito tdéxico nos
fotorreceptores da retina.

[523] Pelo contréario, a transferéncia em condicdes de
iluminacdo de alta intensidade ciclica (“transferida”) induz
uma diminuicdo significativa (pela metade em algumas &reas)

do ONL, em animais ndo tratados. A AOL, no entanto, tende a
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proteger o ONL contra danos induzidos pela luz. De fato, a
andlise histoldgica mostrou um aumento significativo da
espessura do ONL em animais expostos a luz de alta
intensidade tratados com AOL/ciclicos (Figura 15B).
Conclusdo

[524] O tratamento da AOL tem um efeito protetor
significativo contra danos induzidos pela luz na retina. Em
particular, a espessura da retina mostrou-se preservada em
comparacdo com animais ndo tratados, apds exposicéao
prolongada a luz de alta intensidade ciclica.

Exemplo 8: Efeito da AQOL em doencas relacionadas a

disfuncdes mitocondriais

[525] O presente estudo tem como objetivo testar o efeito
da AQOL in vivo, em um modelo de disfuncdo da fosforilacédo
oxidativa.

Material e métodos

[526] Foram utilizados camundongos deficientes em Mn-
Superdxido Dismutase mitocondrial (Sod2-KO) em um fundo de
CD1. Essa alteracdo genética leva a um fendtipo adverso e a
morte de animais com idade média de 8 dias. A superdxido
dismutase mitocondrial é uma enzima de eliminacdo de radicais
livres que transforma superdxido (altamente reativo) em
perdéxido de hidrogénio (menos reativo), que poderia
atravessar as membranas mitocondriais e ser desintoxicado

por sistemas antioxidantes matriciais e c¢itosdélicos. O
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objetivo deste estudo foi testar se a AQOL poderia resgatar
o fendtipo Sod2-KO através de sua atividade na producédo de
superdxido de Ig.

[527] Apbs o nascimento, os filhotes foram genotipados
(3 dias de idade) e o tamanho da ninhada foi reduzido para
6 filhotes por gaiola. Os animais foram entdo tratados (AOL
em Kolliphor® - 5 mg/kg) ou ndo (apenas Kolliphor®, observou
KOL abaixo). A escolha da dosagem foil determinada
principalmente pelo limite de solubilidade do composto (2,8
mM em Kolliphor®) e pelo volume injetavel maximo em filhotes
(6 a 7 pL por grama de massa corporal). Dois estudos foram
realizados em duas geracdes diferentes dos mesmos pais:
expectativa de vida; e succinato desidrogenase atividade no
coracdo (SDH) e a coloracdo 0il Red O no figado. Os animais
foram pesados e injetados (intra-peritoneal) diariamente.

[528] A atividade da succinato desidrogenase é um
marcador de superdxido na matriz mitocondrial. Assim, a falta
de SOD2 esté associada a uma diminuicdo da atividade do SDH
no coracdo. O objetivo deste experimento foi testar se a AQL
poderia ou ndo restaurar a atividade do SDH em camundongos
KO.

[529] A coloracdo com 6leo vermelho O & um marcador de
lipidio que se acumulou no figado Sod2-KO. No entanto, a
ligacdo direta entre a producdo de superdxido/perdxido de

hidrogénio e o acumulo de lipidios no figado nédo &
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estabelecida. O objetivo do estudo foil testar a poténcia da
AQL para impedir o acumulo de 1lipidios no figado em
camundongos Sod2-KO.

Resultados

Vida util

[530] Foram constituidos 4 grupos:

1 - WTI-KOL (n = 7), um grupo de camundongos do tipo
selvagem tratados apenas com o veiculo;

2 - WI-AQOL (n = 17), um grupo de camundongos do tipo
selvagem tratados com AOL;

3 - KO-KOL (n = 2), um grupo de camundongos Sod2-KO
tratados apenas com o veiculo;

4 - KO-AOL (n = 4), um grupo de camundongos Sod2-KO
tratados com AOL.

[531] Os animais foram injetados uma vez por dia, a
partir dos 3 dias de idade até a sua morte.

[532] As figuras 16A e 16B mostram a evolucdo do peso
corporal (A) e a porcentagem do peso corporal inicial. Estes
resultados mostram que o peso corporal e o ganho de peso
corporal foram menores nos camundongos KO do que nos
camundongos WT. O tratamento com AOL, no entanto, tende a
aliviar esse efeito, como visto do dia 8 ao 12, sugerindo um
potencial efeito benéfico do composto.

[533] A Figura 16C mostra a proporcdo de sobrevivéncia

de camundongos Sod2-KO, independentemente de terem sido
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tratados com AOL ou ndo. Como esperado, tendo em vista os
resultados acima, a vida util mediana e a vida util méxima
foram ligeiramente melhoradas pelo tratamento com AOL em
camundongos KO, com camundongos tratados com AOL vivendo até
2 dias a mais em comparacdo com camundongos nido tratados,
suportando um efeito benéfico da AOL.
[534] Atividade SDH na coloracdo do coracdo e do o6leo
vermelho O
Foram constituidos 5 grupos:
1 - WT ndo injetado (n = 6), um grupo de camundongos do
tipo selvagem ndo tratados;
2 - WI-KOL (n = 6), um grupo de camundongos do tipo
selvagem tratados apenas com o veiculo;
3 - WI-AOL (n = 6), um grupo de camundongos do tipo
selvagem tratados com AOL;
4 - KO-KOL (n = 4), um grupo de camundongos Sod2-KO
tratados apenas com o veiculo;
5 - KO-AOL (n = 6), um grupo de camundongos Sod2-KO
tratados com AOL
[535] Neste estudo, os animais foram tratados
diariamente (5 mg/kg) do dia 3 ao dia 5. O coracdo e o figado
foram colhidos no dia 6.
[536] Como esperado, a atividade do SDH tendeu a diminuir
(ndo significativo) no KO em comparacido aos animais WT. No

entanto, a AOL mostrou apenas um pequenc aumento na atividade
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de SDH em camundongos KO, mas ndo conseguiu restaurar a
atividade de SDH nos niveis de camundongos WT (Figura 17).

[537] A Figura 18 mostra o tamanho médio das goticulas
lipidicas (Painel A), densidade (Painel B) e &rea (Painel
C). Camundongos KO ndo tratados exibiram um fendtipo de alto
contetdo lipidico em comparacdo com animais WT. No entanto,
em camundongos KO tratados com AQL, a densidade de goticulas
lipidicas diminuiu em comparacdo com animais ndo tratados.
Mais importante, esses resultados também mostram gque o
tratamento da AQOL foi capaz de restaurar a &rea lipidica
total em camundongos KO, consistente com a supressdo no alvo
da producédo de superdxido mitocondrial in vivo em camundongos
Sod2-KO.

Conclusdo

[538] Estudos in vivo mostram resultados encorajadores.
Embora o tratamento com a AOL ndo possa neutralizar
completamente os efeitos da deplecdo de SOD2 em camundongos,
0s resultados mostram gque a vida util ainda pode ser
prolongada por um par de dias em comparac¢do com animais KO
ndo tratados, juntamente com um alivio da diminuicdo no ganho
de peso corporal. Isso sugere um efeito potencial da AOL.

[539] A biodisponibilidade da AOL é conhecida por ser
muito curta. Assim, o tratamento com doses mails altas pode
levar a melhorar os efeitos da AOQOL nessas experiéncias. No

entanto, o KO constitutivo continua sendo um fendétipo adverso
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alto para resgatar com apenas um tratamento muito especifico
e pode exigir acdo sinérgica com outros medicamentos.

[540] In vivo, o0s resultados também mostraram gque a AOL
poderia restaurar o contetdo lipidico e/ou impedir o actmulo
lipidico no figado de camundongos Sod2-KO.

Exemplo 9: AQOX afeta a fosforilacéo oxidativa

mitocondrial em altas concentracdes (acima de 20 pM)

Material e métodos

Procedimentos animais e declaracdo de ética
[541] Todas as experiéncias descritas foram realizadas
de acordo com o Guia do Conselho Nacional e Europeu de
Pesquisa para o cuidado e uso de animais de laboratédrio. P.
Diolez possui uma licenca valida para realizar experimentos
em animais pelo Servicgo Veterinadrio da Saude e da Protecéo
Animal do Ministére de l'agriculture et de la Forét, France
(17/03/1999, numero de licenca 3308010).
Materiais
[542] Todos os produtos quimicos eram de grau reagente,
adquiridos da Sigma Chemical (St. Louis, MQO), exceto sacarose
e NADH oxidase (que foram obtidos da Merck (Darmstadt,
Alemanha)). AOL e AOX foram presentes da O0OP2 (Bordeaux,
Franca). Solucbes-mde de 15 mM foram preparadas em DMSO e
mantidas no escuro a 0 °C por apenas alguns dias.

Isolamento das mitocéndrias cardiacas
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[543] Camundongos Wistar machos (250-325 g; obtidos da
Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Franca) foram mortos por
deslocamento deslumbrante e cervical, e o coragdo foi
rapidamente removido e lavado em meio de isolamento a frio
contendo sacarose 100 mM, 180 mM KCl, Tris 50 mM, MgCl2 5
mM, EDTA 10 mM e BSA desengordurada a 0,1% (p/v) (pH 7,2).

[544] O isolamento das mitocdbndrias cardiacas foi
realizado em camara fria. Antes da homogeneizacdo, os
coracdes (cerca de 1,5 g) foram picados com tesoura e
tratados por 5 minutos em 5 mL do mesmo meio suplementado
com protease (2 mg de proteinase bacteriana tipo XXIV por mL
de tampdo de isolamento) com agitacdo. A suspensdo de tecido
fol vertida em um homogeneizador Potter de wvidro de 50 ml,
diluido com 20 mL de tampdo de isolamento e depois
homogeneizado por 3 minutos usando um pildo de Teflon
motorizado. O homogenato foi filtrado através de pano
parafusado (Sefar Nitex) para remover detritos e
centrifugado a 8.000 g por 10 minutos. O sedimento resultante
foi lavado com 5 mL de tampdo de isolamento, ressuspenso em
25 mL do mesmo tampdo e depois individuo a centrifugacédo a
baixa velocidade (400 g) por 8 minutos. O sobrenadante
resultante foi centrifugado duas vezes a 7.000 g por 15
minutos para produzir um sedimento mitocondrial lavado due
fol suavemente ressuspenso em 150 pL de tampédo de isolamento.

A concentracdo de proteina foil determinada pelo método de
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Bradford (Sigma, kit # B6916) usando BSA como padrédo. AS
mitocdndrias foram mantidas em gelo a uma concentracido final
de 40-50 mg/mL por menos de 5 horas.

Consumo de oxigénio mitocondrial e sintese de ATP

[545] As taxas de consumo de oxigénio das mitocdndrias
cardiacas (0,1 mg/mL), incubadas na auséncia ou na presenca
de AOX em doses crescentes (de 0 a 100 uM de concentracéao
final), foram registradas polarograficamente sob agitacéo
constante a 25 °C usando um oximetro de alta resolucédo
(Oxygraph-2K, Oroboros Instruments, Austria). O meio de
respiracdo consistia em sacarose 140 mM, KC1 100 mM, EGTA 1
mM, MgCl2 20 mM, KH2PO4 10 mM, KH2PO4 10 mM e BSA a 1 g/L
(p/v) de BSA, essencialmente livre de acidos graxos (pH 7,2).

[546] A sintese de ATP foi medida nas mesmas condicdes,
usando um eletrodo de pH de alta sensibilidade (Metrohm),
como descrito anteriormente (Gouspillou et al., 2014. Aging
Cell. 13 (1): 39-48).

Producdo mitocondrial de ERO/H:0:

[547] As taxas de producdo de ERO/H20:; das mitocdndrias
cardiacas foram avaliadas através da oxidacdo do indicador
incolor e ndo fluorescente Amplex Red na presenca de
peroxidase de rédbano silvestre (HRP, EC 1.11.1.7, Sigma). O
H20, reage com o Amplex Red em uma estequiometria 1: 1,
produzindo o composto fluorescente resorufina (excitacédo:

560 nm; emissdo: 585 nm) que é estavel apds a formacdo. A
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fluorescéncia foi medida continuamente com um
espectrofluorédmetro equipado com controle de temperatura e
agitacdo (SAFAS Xenius, Monaco).

[548] As mitocdndrias isoladas (0,1 mg/mL) foram
incubadas no mesmo tampdo experimental do gque anteriormente,
suplementadas com 15 uM de Amplex Red e 10 ng/mL de HRP.
Glutamato (5 mM)/malato (2,5 mM) juntamente com succinato (5
mM) foram utilizados como substratos complexos I e 1II,
respectivamente. Os experimentos foram conduzidos sob
condicdes nédo fosforilantes na presenca de 15 uM de
atractillosida. Posteriormente, rotenona (1,5 u) ,
antimicina A (2 pM) e mixotiazol (0,2 puM) foram adicionados
sequencialmente para inibir os centros redox na cadeia de
transferéncia de elétrons (ver Figura 2), a saber, sitios
Io, Ir (com rotenona) , IIlg: (com antimicina A) e IIIge (com
mixotiazol). O ensaio foi finalmente <calibrado com
quantidades conhecidas de Hz02 (etapas de 300 nM), na
presenca de todos os compostos relevantes, incluindo AQOX. O
teste de controle da auséncia de efeito da AQOL, AOX e
Oltipraz no préprio ensaio Amplex Red e a producédo de NAD(P)H
oxidase ERO/H20, foram realizadas na auséncia de mitocédndrias
cardiacas e na presenca de NAD(P)H oxidase (EC 1.6.3.3, 5
mU/mL, Sigma) e NADH (100 uM).

Resultados

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 206/256



197/219

[549] Primeiro testamos se o composto AOX afeta a
fosforilacdo oxidativa diretamente nas mitocdndrias isoladas
do coracédo de camundongos. Isso foil realizado usando o método
agora cléssico de oxigrafo (Figura 19A). As mitocdndrias
foram incubadas primeiro com varias concentracdes de AOX (20
a 100 M) e, em seguida, foi adicionado substrato
respiratério (estado do substrato, curva preta), seguido de
uma concentracdo de ADP saturante para obter a taxa de
fosforilacdo oxidativa méxima (inclinacdo do consumo de
oxigénio, curva cinza) e, finalmente, a adicéao de
atractillosida (ATR) gue inibe o translocador ADP/ATP e
fornece a taxa de vazamento mitocondrial sob condig¢des nao
fosforilantes (Figura 19A). A Figura 19B apresenta os
resultados obtidos com succinato (+ rotenona) para alimentar
elétrons a cadeia respiratdria. Esse substrato foi escolhido
porque reflete mais de perto a regulacdo da cadeia
respiratéria. Os resultados indicam que, no estado
"substrato" e no estado ATR (taxa de vazamento de prdétons da
membrana interna), o AOX induziu um aumento para
concentracdes de até 50 uM, seguido de uma diminuicdo para
concentracdes acima de 50 pM. Estes dados sugerem um efeito
desacoplador de AOX na fosforilacdo oxidativa ©para
concentracdes superiores a 20 UM e uma inibicdo concomitante
da taxa de oxidacdo. Os dados demonstram sob essas condicdes

o efeito de altas concentracdes de AOX (superior a 20 pM) na
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fosforilacdo oxidativa mitocondrial - ou seja, na atividade
da cadeia respiratéria e na sintese de ATP - bem como na
integridade da membrana interna mitocondrial (taxa de
vazamento medida apds a adicdo de ATR).

[550] A Figura 20 apresenta os efeitos de AOX na taxa de
fosforilacdo (taxa de sintese de ATP) das mitocbdndrias
isoladas de coracdo de camundongo. 0Os resultados confirmam
que concentracdes inferiores a 20 pM ndo modificam a sintese
de ATP por mitocdndrias isoladas. No entanto, concentracdes
mais altas efetivamente diminuem a taxa de fosforilacdo e a
abolem completamente a 60 uM.

Exemplo 10: AOX inibe a producdo de superdxido/H20:

pelas mitocdndrias

[551] Como dito anteriormente, a producdo de ERO
mitocondrial é altamente dependente da atividade e condicdes
mitocondriais. Embora tenhamos testado os efeitos do AOX na
producdao de ERO pelas mitocdndrias sob inumeras condicgdes,
optamos por apresentar aqui, por uma dquestdo de clareza,
apenas o0s resultados mails demonstrativos dos efeitos muito
especificos do AOX. A presenca da combinacdo completa de
substrato (isto ¢, glutamato, malato e succinato) (Figura
2A7), fornecendo os elétrons para toda a cadeia respiratédria,
é a mais representativa das condicgdes in situ na célula onde
o metabolismo & ativo. Além disso, a producdo mitocondrial

maxima de ERO/H:02 nd&o ocorre sob condicdes de alta
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fosforilacdo mitocondrial, mas sob condicdes de alta reducédo
de carreadores de elétrons, 1isto é, Dbaixa ou nenhuma
fosforilacdo. Essas condicdes sdo atendidas na presenca de
ATR e pudemos verificar efetivamente que a adicdo de ATR sob
condicdes de saturacdo de ADP desencadeou a producdo de ERO
que estava no limite de deteccdo sob condicdes maximas de
fosforilacéo (resultados nao mostrados) . Sob essas
condicdes, as ERO sdo produzidas em diferentes sitios da
cadeia respiratéria (Orr et al., 2013. Free Radic. Biol.
Med. 65: 1047-1059; Quinlan et al., 2013. Redox Biol. 1:
304-312) (Figura 2).

[552] Projetamos uma série de titulacdes de inibidores
para decifrar a acdo da AOX na producdo de ERO por toda a
cadeia respiratdria sob condicdes de producdo méxima de ERO
(Figura 2E). Na presenca de combinacdo de substrato e na
auséncia de inibidores especificos dos complexos, a producdo
de ERO é méxima e provém principalmente do transporte reverso
de elétrons no sitio Iy (Figura 2A). Apdbs a adicdo de
rotenona, um inibidor clédssico do complexo I que se liga
especificamente ao sitio catalitico de Ig, a producdo de ERO
diminui fortemente e ocorre gquase inteiramente no sitio IIIg
(Figura 2B). Portanto, a diminuicdo na producdo de ERO
(medida pelo método Amplex Red, Figura 22) apds a adicdo de
rotenona representa a atividade da producdo de ERO pelo

complexo I.

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 209/256



200/219

[553] A Figura 21 ilustra o efeito do aumento das
concentracdes de AOX (de 2,5 a 20 uM) na producdo de ERO/H202
medida sob essas condicbdes. Parece claramente a partir dos
resultados apresentados nesta figura que  AOX inibe
fortemente a producdo de ERO pelo complexo I, em
concentracdes inferiores as necesséarias com a AOL (cf. Figura
3 para comparacdo). De fato, concentracdes de AOX tdo baixas
quanto 2,5 UM mostraram um efeito inibitdério na producdo de
ERO pelo sitio Ig, com um ICsyp estimado de cerca de 9,5 uM
(Minimo: -72,5272 £+ 68,64; Maximo: 554,045 £ 19,73; ICso:
9,46768 + 1,018; Hill coeficiente: 2.61579 + 0,5706).

Exemplo 11: AOX ndo limpa a producdo de superdxido néo

mitocondrial/H20, pela NAD(P)H oxidase

[554] O mecanismo de acdo do AOX foli ainda testado in
vitro usando o sistema peroxidase-Amplex Red utilizado para
a medicdo de ERO/H202 por mitocdndrias, que de fato mede a
aparéncia de Hp02 pela oxidacdo do Amplex Red na resorufina
fluorescente (Figura 22) Na auséncia de mitocdndrias e
adicionando ao sistema um sistema produtor de H202, foi
possivel testar o efeito de AOX nessa produgdo de
superdxido/mitocdndria ndo mitocondrial/Hz02. Isto foi
realizado usando NAD(P)H oxidase comercial que produz H202
na presenca de NAD(P)H adicionado e medindo a reducdo de
Amplex Red em resorufina. Comparamos os efeitos de

concentracdes crescentes (10 a 100 uM) de AOX com as de AOL
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e Oltipraz (Figura 22A). 0Os resultados apresentados mostram
que, embora a AOL e a AOX n&do tenham efeito global na medicéo
de ERO nessas condicdes, o Oltipraz diminuiu constantemente
a quantidade de ERO medida pelo ensaio. Portanto, esses
resultados demonstram que o Oltipraz inibe a NAD(P)H oxidase
ou age como um eliminador de radicais moderado (fraco) e
liga o superdxido/H202, que ndo estd disponivel para o teste
da peroxidase, mas, em todas as circunsténcias, inibe néo
mitocondrial (imitando o) citossdlico) producéo de
superdxido/H202,. Eles também excluem qualquer efeito de AOX
e AOL na NAD(P)H oxidase ou na atividade peroxidase. Esses
resultados confirmam que AOX e AQOL ndo interferem no sistema
de medicdo nem interagem diretamente com o) H20:.
Curiosamente, esses resultados também demonstram que AQOX e
AQOL ndo inibem a producdo de ERO/H20, pela NADP(H) oxidase,
que é um - se ndo o - mailor produtor de ERO/H202 néo
mitocondrial nas células. O esquema da Figura 22B recapitula
as diferentes informacdes sobre o modo de acdo de AOX e AQOL
na producdo de ERO/H20; pelas mitocbébndrias e NAD(P)H oxidase.

[555] Quando testado em mitocdndrias isoladas do coracgéo
de camundongos, © AOX diminui efetivamente a producdo de
ERO/H20, mitocondrial (nas mitocédndrias isoladas, o H20: é
produzido a partir da reducdo de ERO pela superdxido
dismutase mitocondrial) . No entanto, os resultados

apresentados aqui demonstram claramente gque AOX ndo age Como
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um antioxidante ou limpador de radicais. Embora os
antioxidantes sejam eliminadores gerais de ERO/H202, o AOX
apresenta uma seletividade em relacdo a formacdo de ERO pelo
sitio Ig no complexo I, o que demonstra que o AOX ndo interage
simplesmente com radicais superoxido, mas evita
especificamente sua formacdo no complexo I. A esse respeito,
o AOX portanto, aparece como membro de uma nova classe de
protetores do estresse oxidativo, impedindo a formacdo de
ERO e, portanto, sendo mais ativo para proteger as
mitocdbndrias de seus proéoéprios ERO. Também mostramos agqui
algumas evidéncias de que AOX sb& pode interagir com
mitocdbndrias sem afetar a formacdo de radicais de oxigénio
no citosol e, portanto, ndo afetaria a sinalizacédo
intracelular.

[556] A inibicédo da atividade do complexo I pela rotenona
ou pela neurotoxina MPP + tem sido associada ao parkinsonismo
em roedores e humanos, sugerindo uma ligacdo entre o complexo
I disfuncional, a producdo de ERO e a neurodegeneracdo
(Langston et al., 1983. Science. 219 (4587): 979-980;
Betarbet et al., 2000. Nat. Neurosci. 3 (12): 1301-1306).
Por outro lado, anadlises comparativas mostram uma relacdo
inversa entre a producdo méaxima de superdxido/Hz:02 a partir
do sitio Ig, mas ndo o sitio Ir, e a vida Util méxima em
diversas espécies de vertebrados (Lambert et al., 2007. Aging

Cell, 6 (5): 607- 618; Lambert AJ et al., 2010. Aging Cell,
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9 (1): 78-91). Portanto, moduladores seletivos da producédo
de superdéxido/Hz0; do sitio Ip ou sitio Ir ofereceriam
oportunidades uUnicas para investigar o papel putativo da
producdo de ERO mitocondrial em processos normais e
patoldgicos (Orr et al., 2013. Free Radic. Biol. Med. 65:
1047-1059) .

[557] Esses resultados demonstram efetivamente que o AOX
ndo é um limpador radical; caso contrédrio, seus efeitos nas
medicgdes de ERO seriam independentes da origem da origem
superdxido/H,02: mitocondrial ou ndo mitocondrial. Embora o
mecanismo ainda precise ser investigado, sdo apresentadas
evidéncias de que o composto AOX interfere especificamente
no complexo mitocondrial I e inibe seletivamente a producao
de superdxido a partir do sitio de ligacdo a ubiguinona do
complexo I (sitio Ig).

[558] Em conclusédo, parece gque as propriedades AOX podem
representar um avanco na busca de moduladores especificos da
producdo de ERO/H20, direcionados as mitocédndrias nas
células. A AOX atua a montante da producdo de ERO, garantindo
maior protecdo do que os antioxidantes cléassicos.

Exemplo 12: AOX inibe especificamente a producdo de ERO

mitocondrial, mas ndo a producdo de ERO citosdlica

Material e métodos

[559] A linhagem celular H460 e AL549 de carcinoma de

células ndo pequenas humanas foil obtida da ATCC. As células
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foram cultivadas em meio de crescimento consistindo em DMEM
(GIBCO), 10% de FBS (GIBCO) e 100 unidades de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina (GIBCO). As células foram
mantidas em frascos T de 75 cm? ou frascos T de 175 cm? (BD
Biosciences) em uma incubadora (modelo 3100 série, Forma
Scientific, Marietta, OH) controlada a 37 °C, 95% de umidade
e 5 % De COz2. O meio de cultura celular foil atualizado a cada
dois dias. A cada 2 a 3 dias, as culturas H460 e A549 foram
destacadas dos frascos usando uma solucdo de tripsina a 0,25%
(Gibco) e subcultivadas. Todas as culturas foram mantidas em
80-920% de confluéncia no momento da subcultura.

[560] A triagem de citotoxicidade foi realizada pelo
ensaio colorimétrico de sulforodamina B. As células Ab49 e
H460 (2.10%) foram semeadas em uma placa de 96 cavidades e,
apbs a adesdo, as células foram incubadas com 5 a 500 pM de
AOL ou AOX ou dimetilsulféxido de controle (DMSO). A
citotoxicidade foi avaliada apds 48 horas de tratamento com
sulforodamina B (SRB), de acordo com Vichai (Vichai et al.,
2006. Nat. Protoc. 1 (3): 1112-6).

[561] Os ensaios de migracdo celular foram realizados em
Transwells (Corning Inc., tamanho de poro de 8,0 um). Para
0 ensaio de migracado, 2.10% células em meio isento de soro

foram adicionadas as cavidades superiores. Meios contendo

X

10% de FBS foram adicionados &as cavidades inferiores. As

células gque migraram através do filtro apds 16 horas foram
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coradas com violeta de cristal a 0,2% e contadas usando o
software Image J.

[562] A analise estatistica foi realizada wusando o
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.). Os resultados
Ssd0 expressos como valores médios + SEM para n experiéncias
independentes. As comparacdes entre os grupos foram feitas
por ANOVA unidirecional e teste de Dunnett a posteriori.
Quando apropriado, testes t de Student ndo pareados ou teste
de Mann-Whitney foram empregados. Diferencas de p < 0,05
foram consideradas significativas.

Resultados

Auséncia de citotoxicidade de AOX em células cultivadas
[563] A citotoxicidade do AOX foi realizada em duas
linhas celulares de carcinoma (H460 e A459) para uma dgrande
variedade de concentracdes (0 a 500 uM). Os resultados séo
apresentados na Figura 23.

[564] Positivamente, nao foi observada toxicidade
significativa para concentracdes inferiores a 100 pM, e a
viabilidade celular diminuiu abruptamente para concentracdes
mais elevadas de AOX (Figura 23A). Ao tracar esses resultados
em um grafico semi-logaritmico (Figura 23B), poderiamos
calcular o IC50 para alta toxicidade de dose AOX como 134,8
+ 0,3 pM. Estes resultados demonstram dque o AOX nao tem
efeito prejudicial nas células cultivadas, mesmo para altas

concentracdes (100 pM) .
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Auséncia de efeito de AOX na respiracdo de células de
carcinoma

[565] Os efeitos de AOX (0 a 40 pM) foram avaliados em
células de carcinoma usando a abordagem oxigrafica cléssica
e comparados aos efeitos da molécula irma AOL.

[566] O consumo de oxigénio das células em repouso H460
fol medido continuamente e concentracdes crescentes de AOL
e AOX (0 a 40 pM) foram injetadas na preparacido (Figura 24).
Pode-se observar que ndoc houve alteracdo na taxa de consumo
de oxigénio pelas células H460 com AOX ou com AQOL, indicando
a auséncia de perturbacéo intracelular da atividade
mitocondrial e do metabolismo energético celular. Estes
resultados confirmam a auséncia de efeito prejudicial da AOL
e AOX nas funcdes celulares.

Efeito de AOX na atividade metastdtica de células de
carcinoma

[567] O teste Transwell de migracéo celular foi
utilizado para este ensaio e a migracdo de células de
carcinoma H460 foil medida na presenca de duas concentracdes
diferentes de AOX (5 e 10 M) e comparada com o efeito de
100 pM de N-acetilcisteina (NAC) como um controle positivo
da producdo de ERO citosdlica (Figura 25).

[568] A Figura 25A apresenta as fotografias de células
tingidas no compartimento 1inferior para as diferentes

condicdes de ensaio. Os resultados sido apresentados no
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histograma (Figura 25B) e demonstram a auséncia de inducdao
de atividade metastadtica por AOX, uma vez gue O numero de
células que cruzam a membrana é equivalente para as condicdes
de controle e AOX. Por outro lado, na presenca de NAC - um
tipico limpador de radicais permeédveis as células que visa
a ERO citosdlica -, observamos um enorme aumento na atividade
metastatica.

[569] Esses resultados demonstram claramente que a acéo
do AOX como inibidor da producdo de ERO mitocondrial néo
interfere na producdo de ERO citosdlica.

Conclusdo

[570] Quando aplicado diretamente a mitocdndrias
isoladas, o AOX tem alguns efeitos adversos na funcéo
mitocondrial para altas concentracdes (acima de 20 uM),
provavelmente devido a protonabilidade da molécula, gque pode
atuar como um 4cido fraco e perturbar o potencial da membrana
mitocondrial. ©No entanto, pudemos observar dque essas
condicg¢des ndo sdo atingidas em células intactas, onde mesmo
altas concentracdes ndo desencadeiam disfuncdo mitocondrial.

[571] Estes resultados demonstram, portanto, que AOX néo
tem efeito tdéxico nas células cultivadas para concentracdes
acima de 100 uM, isto ¢é, bem acima das concentracdes
potenciais de circulacdo sob tratamento terapéutico. Isso
foli confirmado na auséncia de efeito de AOX sob essas

condic¢des na respiracédo celular e no metabolismo energético.
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[572] A auséncia de efeito do AOX na atividade
metastatica das células do carcinoma, em contraste com o N-
acetilcisteina (NAC), gque aumentou essa atividade, confirma
a especificidade do AOX para a inibicdo da ERO mitocondrial
e a auséncia de efeito do AOX na producdo de ERO citosdédlica.

Exemplo 13: Efeito do AOX em uma doenca cardiovascular:

hipertensdo pulmonar

[573] O presente estudo tem como objetivo fornecer um
novo tratamento alternativo para a hipertensdo pulmonar.
Essa doenca é caracterizada pelo aumento da pressédo arterial
pulmonar e remodelamento das artérias pulmonares (AP),
levando ao aumento da resisténcia vascular pulmonar,
hipertrofia do wventriculo direito, insuficiéncia cardiaca
direita e, por fim, morte.

Efeitos comparativos de AOX e AOL na contratilidade das

artérias intrapulmonares

[574] Para abordar a dquestdo do efeito do AO0X, foram
realizadas medidas isométricas de tensdo nas artérias
intrapulmonares, mediante contracdes induzidas por agonistas
usando serotonina ou endotelina, na auséncia e na presenca
de AOL ou AOX.

Material e métodos

[575] As artérias intrapulmonares de primeira ordem
(IPAl) foram divididas em pequenos segmentos tubulares com

didmetro externo de 1,5-2 mm e utilizados para a medicdo da
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contracdo isométrica. Os anéis arteriais foram montados em
sistemas isolados de banho de 6rgdos, contendo solucdo de
Krebs (contendo NaCl 118,4 mM, KC1 4,7 mM, MgS0s 1,2 mnM,
NaHCOz 25 mM, KH:POs 1,2 mM, KHxPOs4 1,2 mM, CaClz 2,5 mM e D-
glicose 11,1 mM, pH 7,4 ajustado com NaOH) a 37 °C e borbulhou
continuamente com 15% de 02/5% de CO2. Uma carga inicial de
0,8 al g foi aplicada aos anéis arteriais. Os tecidos foram
deixados equilibrar por 1 hora na solucdo de Kreb e lavados
a cada 15 minutos. Uma solucdo de alto KC1 (80 mM) foi
aplicada para obter uma contracdo de referéncia usada para
normalizar as respostas contrédteis subsequentes.

[576] As respostas contrateis aos diferentes agonistas
foram entdo testadas através da construgdo de uma curva
cumulativa de concentracdo-resposta (CCRC) em serotonina
(BHT, 10% a 10%® M) ou endotelina (ET-1, 107 a 10710 M).
Quando indicado, a AOL ou AOX foram pré-incubadas por 30
minutos e, em seguida, o CCRC para agonista foil realizado na
presenca do medicamento. Solucgdes de alto tERO de potéssio
foram obtidas substituindo uma quantidade equimolar de KC1
por NaCl da solucdo de Kreb. A funcédo endotelial foil testada
em cada anel, examinando o relaxamento induzido por 10 uM de
carbamilcolina nos anéis arteriais pulmonares pré-contraidos
induzidos por Phe de 0,3 uM. As propriedades mecanicas
passivas e ativas foram avaliadas usando Sistemas

transdutores, acoplados ao software IOX (EMKA Technologies,
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Paris, Franca), a fim de facilitar a aquisicdo e analise de
dados.

Resultados

[577] A contracdo foili dependente da concentracdo de
serotonina (5HT) ou endotelina (ET-1), com contracdes
méximas medidas com 100 pM de 5HT e 0,1 pM de ET-1.

[578] A AQL poderia relaxar as contracdes induzidas com
até 5.10° M de serotonina, mas ndo teve efeito nas contracdes
induzidas pela endotelina (Figura 26A).

[579] O mesmo padrédo de resposta fol observado nos anéis
incubados em um banho contendo AOX a 10 pM (Figura 26B). No
entanto, usando concentracdes mals altas de AOQ0X, as
contracdes induzidas com 10* M de serotonina podem ser
relaxadas.

Conclusdo

[580] Esses dados confirmam ainda que as mitocdndrias
desempenham um papel importante na fisiologia da vasculatura
pulmonar e sugerem uma maior eficédcia do AOX do que a AOQOL
para diminuir a contratilidade da artéria pulmonar e,
portanto, para a prevencdo e/ou tratamento da hipertenséao
pulmonar.

Efeito da AOL na proliferagcdo de células do musculo

liso arterial pulmonar

Material e métodos

Peticdo 870190113362, de 05/11/2019, pag. 220/256



211/219

[581] A deteccdo da proliferacdo de células do musculo
liso arterial pulmonar (PASMC) foi testada usando um kit de
imunoensaio colorimétrico (Roche Applied Science,
Indianapolis, Ind., EUA) com base na medicdo da incorporacéo
de b-bromo-2'-desoxi-uridina (BrdU) durante a sintese de
DNA.

[582] As PASMC isoladas foram semeadas em meio de cultura
suplementado com 10% de soro fetal de bezerro (FCS) a uma
densidade de 5.10° células/ cavidade/ 100 pL em uma placa de
cultura de 96 cavidades. A placa de cultura foi colocada em
uma incubadora umidificada a 37 °C sob 5% de CO2; em ar. Apds
48 horas, as células foram sujeitas a 48 horas de parada do
crescimento em meio de cultura isento de soro suplementado
com 1% de insulina-transferrina-selénio. No final deste
periodo, PASMC foram incubados por 24 horas em meio de

cultura contendo:

oo

- 0,2% FCS (condicdo de controle);

- 0,2% de FCS + 10, 20, 60 ou 100 uM de AOL;

- FCS a 0,2% + 5HT 100 pM (serotonina);

- 0,2% de FCS + 100 uM 5HT + 10, 20, 60 ou 100 pM de
AQL;

- 10% de FCS;

- 10% de FCS + 10, 20, 60 ou 100 pM de AOL.

[583] Cada condicédo foi testada em triplicado. 10 pL de

BrdU (100 uM) foram entdo adicionados ao meio e as células
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foram incubadas por mais 2 horas a 37 °C. A sintese de DNA
foi entldo testada usando o método colorimétrico, de acordo
com as 1instrucdes do fabricante. O DNA de BrdU recém-
sintetizado foi determinado medindo a absorbancia das
amostras em um leitor ELISA (Spectrostar/nano; BMG Labtech,
Champigny-sur-Marne, Franca) a um comprimento de onda de 380
nm com um comprimento de onda de referéncia de 490 nm.

Resultados

[584] Conforme relatado na Figura 27, a AOL inibiu com
sucesso a proliferacdo induzida por uma alta concentracdo de
FCS (10%) ou em mais condicdes fisioldbgicas, isto &, na
presenca de 0,2% de FCS e 100 uM de b5HT.

Conclusdo

[585] Esses dados sugerem gque a AOL tem um efeito
potencial na prevencdo e/ou tratamento da hipertenséo
pulmonar.

Exemplo 14: Efeito de AOX em uma doenca cardiovascular:

toxicidade cardiaca de antraciclinas

[586] O presente estudo tem como objetivo avaliar o
efeito do AOX em um modelo de toxicidade cardiaca de
antraciclinas. 1Isso foil avaliado pela administracdo de
farmacos anticéncer derivadas da antraciclina, Jjuntamente
com AOX, em camundongos com 10 semanas de idade por 14 a 17
dias.

Material e métodos
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[587] Os estudos foram realizados em camundongos
Sprague-Dawley com 10 semanas de 1idade e diferentes
tratamentos foram administrados por via intraperitoneal por
14 a 17 dias, antes da coleta do coracdo para anédlise. Para
respeitar o “principio dos trés Rs” na experimentacdo animal,
0 numero de grupos testados foil limitado o médximo possivel,
principalmente concentrando o0s experimentos em apenas uma
molécula de antraciclina, a Doxorrubicina, e comparando o
efeito de AOX a um protetor alternativo. apenas molécula,
nomeadamente Dexrazoxano.

[588] No final do experimento, o coracdo dos camundongos
tratados serd removido e a funcdo cardiaca serd estudada
exaustivamente apds a perfusido desses coracdes em um sistema
Langendhorf para determinar a funcédo cardiaca afetada pela
doxorrubicina e se o tratamento com AOX é eficiente.

[589] O estudo compreende 5 grupos diferentes para 8
camundongos cada:

1 - Grupo de controle. 0Os camundongos receberam apenas
o veiculo, composto por 5% de DMSO + 95% de NaCl 0,9%, duas
vezes ao dia (manhd e noite) por 17 dias;

2 - Grupo Doxo. 0Os camundongos receberam doxorrubicina
na dose de 3 mg/kg (i.p.), a cada dois dias (manhd), a partir
do dia 3, por 14 dias. Os camundongos receberam veiculo

apenas para qualquer outra injecéo;
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3 - Grupo Dexra. O0s camundongos foram tratados com
Dexrazoxano (agente protetor de referéncia) na dose de 30
mg/kg 1i.p. simultaneamente com doxorrubicina na dose de 3
mg/kg i.p. (de acordo com a proporcdo de dosagem recomendada
pela Agéncia Regional de Saude Francesa "ARS" em 2011), a
cada dois dias, a partir do dia 3, por 14 dias. Os camundongos
receberam veiculo apenas para qualquer outra injecdo;

4 - Grupo AOX. 0s camundongos foram tratados com AOX e
Doxorrubicina:

- 4 mg/kg i.p. AOX, manhd&s e noites, por 72 horas antes
da primeira injecdo de Doxorrubicina;

- nos dias da injecdo de Doxorrubicina (com base no
grupo Doxo): 4 mg/kg i.p. AOX juntamente com a injecdo de
Doxorrubicina, seguida 90 minutos depois por uma segunda
injecdo de AOX na dose de 4 mg/kg i.p.:;

- nos dias sem injecdo de doxorrubicina: 4 mg/kg i.p.
AOX, manhds e noites.

5 - Grupo AOX/Carv/Enal. Os camundongos foram tratados
de forma semelhante aos camundongos do grupo AOX aqui acima.
As injecbdes de AOX foram suplementadas com um tratamento
cléssico para insuficiéncia cardiaca (Carvediol, um
blogqueador B, na dose de 1 mg/kg, e Enalapril, um
vasodilatador, na dose de 0,5 mg/kg).

Exemplo 15: Efeito de AOX em uma doenca autoimune:

esclerodermia
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[590] O presente estudo tem como objetivo testar o efeito
do AOX nos fibroblastos de pacientes com esclerodermia. A
esclerodermia ¢é uma doenca autoimune sistémica crodnica
caracterizada por uma sintese aumentada de colageno, danos
aos pedquenos vasos sanguineos, ativacdo de linfécitos T e
producdo de tecidos conjuntivos alterados.

Material e métodos

[591] Os fibroblastos de um doador saudavel e de um
paciente com esclerodermia s&o cultivados em frascos, em
meio DMEM completo (10% FCS, 1% antibidético). Apds 6 horas
de adesdo, as células sédo privadas de soro durante a noite.

[592] AQOX é preparado extemporaneamente. AOX foi pesado
e dissolvido em DMSO a 5 mg/mL. Esta solucdo estoque foi
posteriormente diluida para 10 e 5 mM final, em DMSO. O AOX
foi ainda diluido em meio DMEM completo, para atingir
concentracdes finais de 40, 20 e 10 nM.

[593] As células cultivadas foram contatadas com AOX a
40, 20 e 10 pM. As células de controle foram contatadas com
meio DMEM completo, suplementado com DMSO (0,2%) e N-
acetilcisteina (3 mM). As células sdo incubadas em condicdes
normdéxicas (37 °C, 20% de 02) e sob hipdxia (37 °C, 1% de 02)
por 6 ou 24 horas.

[594] Para anédlise de secrecdo de MMP-1, MIP e MCP, o
sobrenadante da cultura é colhido, aliquotado e armazenado

a -20 °C para dosagem. A MMP-1 é quantificada por ELISA
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(Abcam), de acordo com as 1instrucdes do fabricante. As
concentracdes de MCP-1 e MIP-la sao quantificadas por CBA
(Cytometric Bead Array, Biolegend).

[595] Para a anédlise de expressdaoc de MMP1l, colageno e
CClz, as células sdo destacadas com tripsina e lavadas com
PBS. O sedimento celular ¢é entdo ressuspenso em tampdo de
lise e a extracdo do RNA ¢é realizada de acordo com as
instrucdes do fabricante (Nucleospin RNA Plus, Macherey
Nagel). 1 ng de RNA é retro-transcrito (GoScript, Promega)
e depois diluido 10 vezes antes de SYBR Green gPCR (SYBR
gPCR Premix Ex Taqg, Takara) em uma maquina de BioRad CFX384
PCR. Iniciadores para MMP-1, CollA2 e CCl: sdo usados para
medir genes de 1interesse; 1iniciadores para Ppia, RPLPO e
EEF1Al s&o usados para medir genes de referéncia.

Exemplo 16: AOX inibe seletivamente a producdo de EROs

no sitio QI, ao contrério do Oltipraz

Material e métodos

[596] Apdbs 1solar recentemente as mitocdndrias do
coracdo de camundongos e medir a quantidade de proteinas da
suspensdo mitocondrial, a producdo de Hx02» em resposta a
adicdo exdgena de concentracdes crescentes de AOL, AOX e
Oltipraz foi medida fluorimetricamente com Amplex Red e
peroxidase de rédbano silvestre (HRP).

[597] Os dois principais sitios de producdo de ERO/H202

mitocondrial foram direcionados individualmente, usando a
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combinacdo de succinato (substrato energético do complexo
respiratoério 2) e inibidores conhecidos da cadeia
respiratéria, nomeadamente para o sitio Ig, succinato 10 mM
sozinho (CCCP como controle positivo) e para sitio IIIQouter,
succinato 10 mM, rotenona 4 M e antimicina A 2,5 uM
(mixotiazol como controle positivo). Essas solucdes de
"reacdo" foram projetadas para gerar taxas maximas de
producdo de ERO/H202 predominantemente a partir de um tnico
sitio dentro da cadeia (Quinlan et al., 2013. Redox Biol. 1:
304-12).

[598] Para a medicdo, uma solucdo de trabalho de 50 pM
de reagente vermelho Amplex e 20 pg/ml de HRP foi misturada
ao tampdo de reacdo nas cavidades correspondentes de uma
placa de 96 cavidades (Greiner 96 F-bottom), na auséncia ou
presenca de concentracdes crescentes (de 0 a 80 uM) de AOL,
AOX ou Oltipraz. A adicdo de mitocédndrias a uma concentracéo
final de 0,125 mg/mL por cavidade iniciou o ensaio. O volume
total apropriado por cavidade de microplaca foi de 200 pL.

[599] As placas foram incubadas no escuro a temperatura
ambiente por 20 a 25 minutos. Uma agitacdo orbital dupla
(100 rpm - 3 segundos) foi aplicada antes da leitura dos
valores de fluorescéncia do ponto final em um leitor de
placas CLARIOstar (BMG LABTECH GmbH, Alemanha). De fato, o
H20, reage com o Amplex Red em uma estequiometria 1: 1,

produzindo o composto fluorescente resorufina que foi
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analisado usando as seguintes configuracdes bticas
(comprimento de onda de excitacdo a 546-20 nm; emissédo a
600-40 nm; ganho: 750).

[600] Além disso, uma curva padrdo de HxO», com
concentracdes variando de 0 a 5 pM, fol preparada no tampédo
experimental gque consistia em (em mM): 140 sacarose, 100
Kcl, 1 EGTA, 20 MgClz, 10 KHzPO. e 1 g/L (p/v) BSA
essencialmente isento de acidos graxos (pH 7,2).

Resultados

[601] A Figura 28 ilustra o efeito de concentracgdes
crescentes de AOL, AOX e Oltipraz (de 0 a 80 pM) na producéo
de ERO/H20; medida sob essas condicodes.

[602] Parece claramente a partir dos resultados da
Figura 28A que AQOL e AOX inibem fortemente a producdo de ERO
pelo complexo I, em concentracdes tdo baixas quanto 2,5 uM.
Pelo contréario, o Oltipraz, nas mesmas concentracdes e até
80 1M, mostrou apenas um fraco efeito na inibicédo da producao
de ERO no sitio Ig.

[603] A Figura 28B mostra ainda dgque nenhum dos trés
compostos tem um efeito na inibicdo da producdo de ERO pelo
complexo ITITI.

[604] Juntos, esses resultados demonstram claramente que
AQL e AOX sdo 1nibidores seletivos de Ig da producdo de ERO

mitocondrial, ao contrdrio do Oltipraz.
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Exemplo 17: Andlogos AOX inibem a producdo de

superb6xido/H20, pelas mitocdndrias

Material e métodos

[605] O mesmo protocolo descrito acima no Exemplo 16 foi
utilizado para medir a producdo de ERO/ H202 em resposta a
adicdo exdgena de varios andlogos AOX. Ou seja, uma solucéo
de trabalho de 50 pM de reagente vermelho Amplex e 20 ug/mL
de HRP foi misturada ao tampdo de reacdo nas cavidades
correspondentes de uma placa de 96 cavidades (Greiner 96 F-
bottom), na auséncia ou presenca de concentracdes crescentes
(de 1 a 25 pM) de oito compostos (Cpl; Cp2; Cp3; Cp4d; Cpb;
Cpba; Cp8; Cp%a). A adicdo de mitocdndrias a uma concentracgédo
final de 0,125 mg/mL por cavidade iniciou o ensaio. O volume
total apropriado por cavidade de microplaca foi de 200 pL.

Resultados

[606] As Figura 29A e 29B ilustram o efeito de
concentracdes crescentes de andlogos AOX (de 2,5 a 25 pM) na
producdo de ERO/H20; medida sob essas condicdes.

[607] Parece claramente a partir dos resultados
apresentados nestas figuras gque os andlogos AOX 1inibem a
producdo de ERO pelo complexo I, seletivamente em relacdo ao

complexo ITITI.
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REIVINDICACOES
1. Composto caracterizado pelo fato de que possui
férmula (I):

RZ R' X

. vA

R l_ﬁ

S

R* RS (1)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que:

X representa S, O ou NHOH; de preferéncia X & S ou 0;
mais preferencialmente, X & S;

Y representa CH, C ou N; de preferéncia Y & CH ou N;
mais preferencialmente Y é CH;

R!', R?, R?* e R® representam cada um independentemente
hidrogénio, hidroxi, halo, amino, alquilsulfonil,
aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril, alcoxi,
haloalquil, algquilamino, aminocalquil, nitrooxialquil ou
carboxialquil;

R3® é hidroxi; ou R® e R?, juntamente com os &atomos de
carbono aos quais estdo ligados, formam uma fracdo heteroaril
de 5 membros, em que —-R3-R?- representa —-A-CR®=B- ou —B=CR®-
A—-; em que:

A representa O, S ou NR’; em que R’ representa
hidrogénio, alquil Ci1-Cs ou alquiloxicarbonil;

B representa CH ou N; e
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RS representa hidrogénio, hidroxi, halo, amino,
alquilsulfonil, aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril,
alcoxi, haloalquil, algquilamino, aminocalgquil, nitrooxialquil
ou carboxialquil;

para uso como inibidor da producido de espécies reativas
de oxigénio (ERO) no tratamento e/ou prevencdo de doencas
relacionadas aos radicais livres de oxigénio.

2. Composto para uso, de acordo com a reivindicacédo
1, caracterizado pelo fato de que o referido composto é
selecionado entre:

5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-tiona;

5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-ona;

5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-ona oxima;

5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2,4-ditiazol-3-tiona;

4-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-tiona;

5-(2-hidroxibenzo[d]oxazol-5-11)-3H-1,2-ditiol-3-
tiona;

5-(2-hidroxibenzo[d]tiazol-6-11)-3H-1,2-ditiol-3-
tiona;

5- (benzofuran-5-il1)-3H-1,2-ditiolo-3-tiona; e

metil 5-(3-tioxo-3H-1,2-ditiol-5-11)-1H-indol-1-
carboxilato.
3. Composto para uso, de acordo com a reivindicacédo

1 ou reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato de que o

Peticdo 870190087609, de 05/09/2019, pag. 37/49



3/11

referido composto é 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-
tiona.

4, Composto para uso, de acordo com a reivindicacédo
1, caracterizado pelo fato de que possui férmula (II) ou

(ITI):

Re\r/B R'" X Rs\rA R' X
A Y/[<S 8 Y//<S
C g

R* RS (I1) R* R (ITI)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitivel do mesmo, em que X, Y, R!, R* R® R% A e B sio
conforme definidos na reivindicacédo 1.

5. Composto para uso, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que o
referido composto inibe a producdo mitocondrial de ERO,
preferencialmente o composto inibe a producdo mitocondrial
de ERO no sitio Ig do complexo I de mitocdndrias.

6. Composto para uso, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a b5, caracterizado pelo fato de gque as
referidas doencas relacionadas a radicais livres de oxigénio
sao selecionadas do grupo que compreende doencas
cardiovasculares, doencas do envelhecimento, doencas
autoimunes, sindromes progeroides, sindromes parkinsonianas,
doencas neuroldgicas, lesdes isquémicas e por reperfusao,
doencas infecciosas, doencas musculares, doencas pulmonares,

renais e hepéaticas.
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7. Composto para uso, de acordo com a reivindicacédo
6, caracterizado pelo fato de que as referidas doencas
cardiovasculares sdo selecionadas do grupo dJue compreende
infarto do miocérdio, toxicidade cardiaca, hipertenséo
arterial pulmonar, insuficiéncia cardiaca, doencas
cardiopulmonares, isquemia, ataque cardiaco, acidente
vascular cerebral, trombose e embolia.

8. Composto caracterizado pelo fato de que possui

formula (I'):

R2. R" X
. vX
R "\s’s
RY R (17)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que:

X representa S, O ou NHOH; de preferéncia X & S ou 0;
mais preferencialmente, X & S;

Y representa CH, C ou N; de preferéncia Y & CH ou N;
mais preferencialmente Y é CH;

R!, R* e R® representam cada um independentemente
hidrogénio, hidroxi, halo, amino, alquilsulfonil,
aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril, alcoxi,
haloalquil, algquilamino, aminocalquil, nitrooxialquil ou

carboxialquil;

Peticdo 870190087609, de 05/09/2019, pag. 39/49



5/11

R?' ¢ R¥', juntamente com os &tomos de carbono aos quais
estdo ligados, formam uma fracdo heterocaril de 5 membros em
que —-R3'-R?'— representa —-A-CR®=B- ou -B=CR®-A-; em que:

A representa O, S ou NR’; em que R’ representa
hidrogénio, alguil C1-C8 ou alquiloxicarbonil;

B representa CH ou N; e

RS representa hidrogénio, hidroxi, halo, amino,
alquilsulfonil, aminosulfonil, ciano, nitro, carboxi, aril,
alcoxi, haloalquil, algquilamino, aminocalgquil, nitrooxialquil
ou carboxialquil.

9. Composto, de acordo <com a reivindicacdo 8,
caracterizado pelo fato de que possui férmula (IIa), (IIb),

(ITTa) ou (IIIb):

X
R Y%
5 | S
S
R6 4
<L,
R* (ITa) (ITb)
X
R Y//<
A | 8
S
Ré—
B R5
R* (IIIa) (I1Ib)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que X, Y, A, B, R}, R*, R®> ¢ R® sio

conforme definidos na reivindicacéo 8.
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10. Composto, de acordo com a reivindicacdo 8 ou 9,
caracterizado pelo fato de que possui férmula (IIa-1), (IIa-

2), (ITIa-1) ou (IIIa-2)

R&{? S

A R5
(ITa-1) R* (ITa-2)
X X
R! ! R? N’<
A S A | 8
. S . S
RS RS
B R5 B R5
R* (ITIa-1) R4 (IIIa-2)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que X, A, B, R!, R%* R®> e R® sio
conforme definidos na reivindicacéo 8.

11. Composto, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 8 a 10, caracterizado pelo fato de que possui
férmula (IIa-la), (IIa-1b), (IIa-1lc), (IIa-1d), (IIa-le),
(ITa-2a), (IIa-2b), (IIa-2c), (ITIa-2d), (IIa-2e), (IIIa-1la),

(ITIa-1b), (ITIa-1c), (ITIa-14d), (ITTa-1le), (ITIa-2a),

(ITIa-2b), (IIIa-2c¢), (IIIa-2d) ou (IIIa-2e)
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R* (IIa-1d)
X X X
P PR P
7/
R6—</N s R6—</N s R6—</N S
o} R5 S RS N R®
R4 R4 R’ R4
(ITa-2a) (ITa-2Db) (ITa-2c)
X X
R N//< R! NJ<
| s | s
R6 / S R6 / S
o] R5 N RS
R* (I1Ta-2d) R Re (ITa-2e)

(IITa-1d)
X X X
R1 '\;48 R1 ,\’48 R7 R1 NI%
S
O s S 4 \N 4
R8—( RS—¢ R8—4
N RS N RS N R
R* R* R*
(ITIa-2a) (ITIa-2b) (ITIa-2c)
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X
R N’<
| 5
60 S
R*\
R5
R* (IIIa-2d)

ou um tautdmero, sal

aceitavel do mesmo, em que X,
definidos na reivindicacdo 8.
12. Composto, de
reivindicacdo 10,
(ITb-1),

formula (ITb-2),

1), (IIIb-2),

(ITIb-3),

(ITb-4)

acordo

(ITb-3),

(ITIb-4)

X
R7 R1 N %
N Isﬁ
R A\
R5
R* (IIIa-2e)
ou solvato farmaceuticamente

R!, R*, R®, R® e R’ s3o conforme

com a reivindicacdo 8 ou

caracterizado pelo fato de gque possui

(ITb-4), (IIb-5), (IIIb-

ou (IIIb-5)
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(ITIb-4) (ITIb-5)

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que X, R!, R*, R®, R® e¢ R7 s3do conforme
definidos na reivindicacdo 8.

13. Composicédo farmacéutica caracterizada pelo fato de
que compreende um composto conforme definido em gqualquer uma
das reivindicacbes 8 a 12, ou um tautdmero, sal ou solvato
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, e pelo menos um
excipiente farmaceuticamente aceitavel.

14. Medicamento caracterizado ©pelo fato de que
compreende um composto conforme definido em qualquer uma das
reivindicacdes 8 a 12, ou um tautdmero, sal ou solvato
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo.

15. Processo para fabricar um composto de Férmula
(IIa-1) conforme definido na reivindicacédo 10 ou
reivindicacéao 11, ou um tautbmero, sal ou solvato
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, caracterizado pelo

fato de que compreende:

a) ciclizar um composto de férmula (C)
Rl 0 O
W«f o~
A R®
R* (C)
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em que A, B, R', R4, R®> e R® sdo conforme definidos na

reivindicacdo 10;

com um reagente a base de enxofre, na presenca de um

siloxano;

para obter um composto de férmula (IIa-1")

6 P
R—<A
R* (ITa-1")
ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® s3o conforme
definidos na reivindicacdo 10;
e opcionalmente:
bl) o composto de férmula (ITa-1') pode reagir com um
oxidante; de preferéncia, o oxidante é o acetato de mercurio

Hg (OAc)2; para obter um composto de férmula (IIa-1'")

(ITa-1"")

ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® s3o conforme
definidos na reivindicacdo 10;

ou
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b2) o composto de férmula (IIa-1') pode reagir com a
hidroxilamina NH:OH-HCl; na presenca de uma base; de
preferéncia, a base é& acetato de sédio (AcONa); para obter

um composto de férmula (ITa-1''")

N~OH

(ITa-1""")
ou um tautdmero, sal ou solvato farmaceuticamente
aceitdvel do mesmo, em que A, B, R!, R* R5 e R® s3o conforme

definidos na reivindicacdo 10.
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Resumo da Patente de Invencao para: “DERIVADOS DE
DESMETILANETOLA TRITIONA PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS
RELACIONADAS COM A PRODUCAO MITOCONDRIAL DE ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO (ERO) 7

A  presente invencéao refere-se a desmetilanetola
tritiona (AOX) e seus derivados, especialmente derivados da
férmula (I), para a prevencdo e tratamento de doencas cuja

iniciacdo e/ou evolucédo estéd relacionada a producdo e efeitos

de espécies reativas de oxigénio (ERO) de origem
mitocondrial.
S
RZ R' X
S R u\gs
HO (ROX) R* R (1)
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