i

b
wegpecie

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(11) Numero de Publicacao: PT 1572180 E

(51) Classificagdo Internacional:
A61K 31/19 (2007.10) CO07C 53/134 (2007.10)
C07C 327/16 (2007.10) A61P 3/06 (2007.10)
A61P 3/08 (2007.10) A61P 3/10(2007.10)

(22) Data de pedido: 2003.12.16
(30) Prioridade(s): 2002.12.19 IT RM20020629
(43) Data de publicagéo do pedido: 2005.09.14

(45) Data e BPI da concessdo: 2009.03.12
085/2009

(73) Titular(es):

SIGMA - TAU INDUSTRIE FARMACEUTICHE
RIUNITE S.P.A.

VIALE SHAKESPEARE, 47 1-00144 ROMA IT

(72) Inventor(es):

ROBERT VAESEY GB
ROBERT PERKINS GB
DAVID PLUMPTRE GB

(74) Mandatario: } )
MANUEL ANTONIO DURAES DA CONCEIGAO ROCHA
AV LIBERDADE, N¢. 69 1250-148 LISBOA PT

(54) Epigrafe: UTILIZAGAO DE AcIDOS ALFA-FENILTIOCARBpXiLICQS COM ACTIVIDADE DE
REDUCAO DA GLICOSE SERICA E ACTIVIDADE DE REDUCAO DE LIPIDOS NO SORO

(57) Resumo:



RESUMO

“UTILIZAGCAO DE ACIDOS ALFA-FENILTIOCARBOXILICOS COM
ACTIVIDADE DE REDUCAO DA GLICOSE SERICA E ACTIVIDADE DE
REDUCAO DE LIPIDOS NO SORO”

A invencdo descreve a utilizacdo de derivados dos &acidos
alfa-feniltiocarboxilico e alfa-feniloxicarboxilico que
satisfazem a fdérmula estrutural (I): em que os substituintes
possuem as significacdes descritas na memdéria descritiva,
para a preparagdo de um medicamento para a profilaxia e para
o tratamento da diabetes, em particular diabetes de tipo 2,
das complicacdes que lhes estdo associadas, as varias formas

de resisténcia a insulina e hiperlipidemias.



DESCRICAO

“UTILIZACAO DE ACIDOS ALFA-FENILTIOCARBOXILICOS COM
ACTIVIDADE DE REDUCAO DA GLICOSE SERICA E ACTIVIDADE DE
REDUCAO DE LIPIDOS NO SORO””

A presente invencdo diz respeito a utilizacdo de
dcidos «o-feniltiocarboxilicos para a preparacdo de um
medicamento de férmula estrutural (I) com actividade de

reducdo da glicose sérica.

Antecedentes da invencgéao

A diabetes ¢ uma doenca a escala mundial e esté
associada a complicacdes clinicas sérias incluindo
complicacdes microvasculares, tais como retinopatia
diabética, neuropatia diabética e nefropatia diabética, e a
complicagdes macrovasculares, tais como aterosclerose,
vasculopatias periféricas, enfarte do miocardio e
apoplexia.

A resisténcia a insulina que caracteriza a diabetes
também estd envolvida na sindroma X, na sindroma do ovario
poliquistico, na obesidade, na hipertenséo, na
hiperlipidemia e na hipercolesterolemia (J. Am Osteopath
Assoc, Outubro de 2000; 100 (10): ©621-34; JAMA, 27 de
Novembro de 2002; 288 (20): 2579-88).

Sabe-se que a hiperlipidemia, a hipercolesterolemia e
a hipertensdo desempenham um papel decisivo no inicio da
doenca cardiaca coronaria (DCC).

Também se sabe que o aumento na glicolisacdo de

proteinas estd associado as complicacdes supramencionadas



da diabetes (Diabetologia, Fevereiro de 2001; 44 (2): 129-
-46) .

As referidas complicacdes constituem uma ameaca grave
a saude e ao bem-estar do individuo.

Sdo Jja conhecidas diversas formas clinicas da
diabetes, sendo as mais comuns a diabetes de tipo 1 e de
tipo 2. A diabetes de tipo 2 é caracterizada por uma
sensibilidade reduzida a accdo da insulina (resisténcia a
insulina) e provoca um aumento nos niveis de insulina no
corpo numa tentativa para compensar esta falha e origina um
consequente aumento nos niveis de glicose. Foram Jjéa
apresentados diversos estudos que confirmam que a
resisténcia a insulina estd associada a diversas doencas
para além da prdpria diabetes de tipo 2, tais como
dislipidemia, obesidade, hipertensdo arterial, esteatose
hepética e determinadas caracteristicas microvasculares e
macrovasculares da préopria doenca diabética. A associacéo
entre a resisténcia a insulina e a obesidade, a hipertenséo
e a dislipidemia é conhecida como sindroma X.

Para o tratamento de diabetes de tipo 2, foram 3ja
comercialmente disponibilizadas hé& algum tempo diversos
fdrmacos, tais como Dbiguanidas e sulfonilureias. A
biaguanida mais conhecida ¢é a metformina, mas o seu
mecanismo de accdo ndo ¢ conhecido e possui efeitos
secundarios, tais como disturbios gastrointestinais, bem
como o perigo de acidose em estados de insuficiéncia renal,
cardiaca, hepéatica, pulmonar, etc.. As sulfonilureias
promovem a secrecdo de insulina pelas células [ e podem
acontecer episddios de hipoglicemia como efeitos

secunddrios possiveis. Além disso, todas as monoterapias



com sulfonilureias ou com metformina estdo condenadas ao
insucesso a longo termo (estudo UKPDS).

Recentemente, foram disponibilizadas comercialmente as
tiazolidinadionas, as quais s&o agentes antidiabéticos
sensibilizadores de insulina, tais como troglitazona (J.
Med. Chem., 1989, 32, 421-428), pioglitazona (Arzneim.
Forsch./Drug Res., 1990, 40 (1), 37-42) e rosiglitazona
(Bioorg. Med. Chem. Lett., 1994, 4, 1181-1184) qgue sé&o
capazes de reduzir os niveis de hiperglicemia e de insulina
diabéticos. Os efeitos secundarios ja determinados para a
troglitazona e o medo relativamente a outros compostos que
pertencem a esta classe sdo: toxicidade hepéatica (a qual
originou a retirada do mercado da troglitazona nos E.U.A.),
aumento do colesterol LDL, aumento de peso e edema.

Estes compostos sdo ligandos sintéticos com uma
afinidade elevada para 0 receptor activado Y do

proliferador de peroxissoma (PPARY) (J. Biol. Chem., 1995,
270, 12953-12956).

Os receptores activados do proliferador de peroxissoma
(PPAR) sdo receptores que pertencem a superfamilia dos
receptores nucleares cuja funcdo é controlar a expressédo de
genes envolvidos no metabolismo dos hidratos de carbono e
dos lipidos (J. Med. Chem., 2000, 43, 527-550). Foram jéa
identificados diversos subtipos de PPAR: PPARY, PPARa e

PPARB (também designado como J). A isoforma gama (PPARY)
estd envolvida na regulacdo da diferenciacdo de adipdbcitos
e na homeostase de energia, ao passo que a isoforma alfa
(PPARa) controla a oxidacdo dos acidos gordos causando a
modulacdo dos niveis de lipidos no plasma. E importante

salientar que a reducdo dos lipidos que ¢é obtida em

roedores com agonistas de PPARY, tais como rosiglitazona, é



dificilmente encontrada em seres humanos, ao passo que a
reducdo de lipidos provoca em roedores por fibratos &
confirmada em seres humanos. H& wuma relacdo entre a
activacdo do receptor de PPARY e a actividade de reducédo da
glicose sérica, a qual foi confirmada em estudos de relacédo
entre a actividade e a estrutura com o objectivo de
identificar novas moléculas com uma potencial accédo
antidiabética (J. Med. Chem., 1996, 39, 665-668; J. Med.
Chem., 19298, 41, 5020-5036; 5037-5054; 5055-5069). Parece
que accdo sensibilizadora de insulina estd relacionada com
a accdo recrutadora de &acidos gordos pelo receptor activado
PPARY, o gqual se cré que dé origem a uma melhoria na
resisténcia a insulina dos tecidos, melhorando os niveis de
glicemia e diminuindo os niveis de insulina (Diabetes,
1998, 47, 507-514).

Ao longo dos ultimos anos, surgiram moléculas de
perfis mistos, isto &, ligandos de PPARY e de PPARx (KRP
297, Diabetes, 1998, 47, 1841-1847; DREF 2725, Diabetes,
2001, 50, supl. 2, Al108; AZ 242, Diabetes, 2001, 50, supl.
2, Al21-Al122; WO 01/16120). E de acordo com este contexto
que se deverd observar a publicacdo muito recente da
patente de invencdo de Smithkline Beecham (WO 02/067912,
publicada a 6 de Setembro de 2002), na gqual se encontra
descrita uma nova classe de compostos designados por “pan-
agonistas PPAR", isto €&, agonistas que sdo capazes de
activar as trés isoformas de PPAR para assim minimizar os
efeitos secundédrios da activacdo de PPAR. Em particular,
cré-se que esta classe nova de agentes antidiabéticos,
apesar de manter as caracteristicas tipicas da activacédo de
PPARY, dé origem a um aumento de peso inferior e edemas

mais suaves. Estes compostos sdo potencialmente capazes de



exercer um bom controlo na doenca diabética, uma vez que
apresentam uma accdo de reducdo da glicose sérica e de
reducdo de lipidos no soro com menos efeitos secundarios,
08 quais sdo comuns para a primeira série de compostos na

classe das tiazolidonadionas, que eram exclusivamente

ligandos do receptor PPARY. As estruturas reivindicadas
nas patentes de invencdo n° WO 01/16120 e WO 02/067912
partilham a caracteristica de apresentarem uma porcdo de
tipo fibrato.

No entanto, nem toda a comunidade cientifica concorda
com o que foi referido antes. De facto, hé& estudos que
dizem respeito a compostos de nova geracdo, guer sejam
derivados de tiazolidinadiona guer n&do sejam, (MC555, J.
Biol. Chem., 1998, Vol. 273 (49), 32679-32684; NC2100,
Diabetes, 2000, 49, 759-767, YM440, Metabolism, 2000, 49,
411-417), em ensaios de transactivacéao génica, em
experiéncia in vitro sobre a absorcdo de glicose com
tecidos musculares e experiéncias in vivo em animais
transgénicos com expressdo deficiente do receptor PPARY que
sugerem que poderd ndo existir uma relacdo directa entre a
activacdo do receptor PPARY e a actividade de reducdo de
glicose sérica e de redugdo de lipidos no soro destes
compostos (Toxicology Letters, 2001, 120, 9-19).

Para confirmar estes factos, héa diversos
investigadores que escolheram utilizar pesquisas in vivo em
animais diabéticos (murganhos db/db, murganhos ob/ob) para
assim identificar possiveis agentes sensibilizadores de
insulina gue n&do sejam necessariamente bons ligandos de
PPAR. A partir dessas experiéncias foram seleccionados
diversos compostos com uma actividade antidiabética

interessante, decorrendo ainda o estudo em modelos animais



(DRF 2189, J. Med. Chem., 1998, 41, 1619-1630; JTIT-501, J.
Med. Chem.; 1998, 41, 1927- 1933).

A comunidade cientifica parecer estar orientada para a
procura de novos compostos com um mecanismo de acgédo
diferente, o0s quais possuam um efeito idéntico ou superior
sobre a sensibilidade a insulina e a homeostase da glicose
sem exibirem os efeitos téxicos (J. Med. Chem., 2001, 44,
2601-2611) e possuam uma actividade de reducdo de lipidos
no sSoro superior as apresentadas tanto pelos agentes
antidiabéticos novos como pelos mais antigos, utilizados no
presente momento.

A  hiperlipidemia ¢é um aspecto grave da doenca
diabética, constituindo, em conjunto com a hipertensdo que
estd frequentemente presente, um factor de risco para a
aterosclerose e para a doenca cardiovascular, que é a causa
principal de morte na diabetes.

A necessidade de reduzir os lipidos no sangue é muitas
vezes abordada com a utilizacdo de fibratos, os quais,
apesar dos resultados positivos obtidos no que diz respeito
a resisténcia a insulina, ainda ndo provaram ser bem
sucedidos como agentes de reducdo dos lipidos no soro.

O documento WO 03/059875 A, o gqual constituli uma
técnica anterior segundo o Art. 54(3) EPC, diz respeito a
utilizacdo de compostos idénticos aos descritos na presente
invencdo para o tratamento de doencas gque respondam a
activacéo de PPARY, tais Ccomo paragem cardiaca,
hiperlipidemia e aterosclerose.

D. A. Winegar et al. na obra Current Opinion in
Cardiovascular, Pulmonary and Renal Investigational Drugs
2000, Vol. 2, n®°3, péaginas 233 a 243, descreve, agonistas

de PPARa, tais como fenofibrato, e a sua eficécia, v.g.,



para a reducdo de triglicéridos e de colesterol LDL no
soro, para o aumento do colesterol HDL e para melhorar a
resisténcia a insulina. Além do mais, também & discutido o
papel dos PPAR na aterosclerose.

D.A. Brooks na obra J. Med. Chem., 2001, Vol. 44,
padginas 2061 a 2064, descreve a concepcdo e a sintese de
dcidos 2-metil-2-{4-[2-(5-metil-2-ariloxazol-4-il)-etoxi]-
fenoxi}-propidnicos, uma nova classe de agonistas duais de
PPARa/Y. Estudou-se a eficacia in vivo de um composto
exemplificativo dessa classe de agonistas num modelo de
animal diabético.

No artigo cientifico por I. Lalezari et al., na obra
Proc. Natl. Acad Sci. USA, Vol. 58, péginas 6117 a 6121,
encontra-se descrito o acido 2-[4-(3,4-diclorofenilureido) -
henoxi]-2-metilpropidénico, designado por LR16. Demonstrou-
se que a administracdo por via oral desse composto provocou
uma reducdo substancial do colesterol sérico total e do
colesterol LDL, ao passo que o colesterol HDL permaneceu
inalterado.

No documento US 3 262 850 encontram-se descritos
determinados derivados alilicos de &cidos alifdticos que
reduzem a concentracdo de colesterol no soro sanguineo.

No documento GB 1 422 679 encontram-se descritos
derivados especificos do 4cido fenoxi-a-metilpropidnico que
possuem uma actividade elevada para a reducdo do nivel de
colesterol no soro sanguineo e, por tal motivo, sé&o
eficazes para o tratamento e ©para a profilaxia de
aterosclerose e hiperlipidemia, bem como para colesteremia
grave.

S. Gronowitz et al., Acta Pharm. Suec., Vol. 15,

padginas 361 a 367 (1978) descrevem a sintese e as



propriedades de reducdo de lipidos de derivados de tiofeno,

relacionados com clofibrato.

Descrigcdo abreviada da invencéao

Concluiu-se agora gue os compostos de férmula
estrutural (I) a seguir descritos s&o agentes que sé&o
activos como agentes de reducdo da glicose sérica.

Os compostos de férmula estrutural (I) possuem uma
toxicidade baixa e, por tal motivo, sdo uteis para o
tratamento de hiperglicemia e de hiperlipidemia associada a
esta.

Como aplicacdes preferidas refere-se a profilaxia e o
tratamento de diabetes, em especial diabetes de tipo 2, das
complicacdes microvasculares da diabetes de tipo 2, tais
como retinopatia diabética, neuropatia diabética e
nefropatia diabética, das complicacdes macrovasculares da
diabetes, tais como aterosclerose, vasculopatia periférica,
sindroma X, obesidade, e as diversas formas de resisténcia
a insulina.

Assim, constitui um objecto da presente invencdo a

utilizacdo de compostos de férmula estrutural (I):

em que:
0 simbolo R representa um adtomo de H ou um grupo arilo
ou heterocarilo, monociclico, biciclico ou triciclico,

facultativamente substituido com um ou VAarios grupos



halogéneo, nitro, hidroxi, alquilo e alcoxi,
facultativamente substituidos com um ou vVvarios grupos
halogéneo;

0 simbolo n representa um numero entre 0 e 3;

0 simbolo p representa um numero entre 0 e 1;

0 simbolo X representa -OH ou -O-algquilo (C:1-Cy)

cada um dos substituintes R!' e R?, que podem ser
iguais ou diferentes, sdo seleccionados entre: -H,
alquilo(C.:-Cs), -COX;

o substituinte Q ¢é seleccionado entre: NH, 0O, S,
-NHC (0O) O-, NHC (O) NH-, -NHC (O) S-, -0OC (O)NH-, -NHC (S) O-,
-NHC (S)NH-, -C(O)NH-
e o simbolo Y representa S;
e seus sails, misturas racémicas, enantidmeros individuais,
estereoisbdmeros ou 1isdémeros geométricos e tautdmeros
farmaceuticamente aceitéveis, para a preparacdo de um
medicamento para a profilaxia e para o tratamento da
diabetes, em especial da diabetes de tipo 2; das
complicacdes microvasculares da diabetes de tipo 2, tais
como retinopatia diabética, neuropatia diabética e
nefropatia diabética; das complicacdes macrovasculares da
diabetes, tais como aterosclerose, vasculopatia periférica;
da sindroma X; da obesidade e das diversas formas de

resisténcia a insulina.

Descrigcdo minuciosa da invengéao

Entre os compostos de férmula estrutural (I), ha um
primeiro grupo de compostos preferidos que € constituido
por compostos em que o simbolo R representa um grupo arilo
facultativamente substituido com um ou varios &tomos de

halogéneo, alquilo, alcoxi ou haloalquilo e de preferéncia
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metilo, metoxi ou trifluorometilo, nitro, mono-algquilamina
ou di-alquilamina.

De preferéncia, no contexto deste primeiro grupo, o
simbolo p representa 1, o simbolo n representa 0, 1 ou 2 e
o substituinte Q é oxigénio.

H4& um segundo grupo de compostos preferidos que é
constituido por compostos em que o simbolo R representa um
grupo heterocarilo, preferencialmente contém um &tomo de
azoto como heterodtomo, v.g., indole e carbazole, ligado a
parte restante da molécula por meio de todas as posicdes
permitidas; sendo particularmente preferidos entre estes
l-indolilo e l-carbazolilo.

No contexto deste segundo grupo. De preferéncia, o
simbolo p representa 1, o simbolo n representa 0, 1 ou 2 e
o substituinte Q é oxigénio.

Como compostos particularmente preferidos refere-se os
compostos preparados de acordo com oS métodos e
procedimentos de sintese gerais aqui descritos a seguir, oS
quais ilustram a aplicabilidade da invencéo:

i. 2-[3-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-isobutirato
de metilo (ST2195);

ii. &acido 2-[3-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-2-
metil-propandéico (ST2518);

iii. 2-[4-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-
isobutirato de metilo (ST1929);

iv. 2-[3-(2-(2,4-diclorofenil) -etoxi)-feniltio]-
isobutirato de metilo (ST2534);

V. 2-[4-(2-(2,4-diclorofenil)-etoxi)-feniltio]-
isobutirato de metilo (ST2531);

vi. 2-[3-(2-(carbazol-9-il)-etoxi)-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST2365);
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vii. 2-14-(2- (carbazol-9-il1) -etoxi)-feniltio]-isso-
butirato de metilo (ST2387);

viii. 2-[4-[2-(1-indolil)-etoxi]-feniltio]-isobutirato
de metilo (ST1983);

ix. 2-[3-[2-(1l-indolil) -etoxi]-feniltio]-isobutirato
de metilo (ST2394);

X. 2-[3-[2-(2-naftil)-etoxi]-feniltio]-isobutirato de
metilo (ST2167);

xi. 2-[4-[2-(2-naftil)-etoxi]-feniltio]-isobutirato de
metilo (ST2011);

xii. &acido 2-[4-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-2-
metil-propandico (ST2505);

xiii. Acido 2-[3-(2-(2,4-diclorofenil)-etoxi)-fenil-
tio]-2-metilpropandico (ST2653);

Xiv. acido 2-[4-(2-(2,4-diclorofenil) -etoxi)-fenil-
tio]-2-metilpropandico (ST2652);

xv. acido 2-[3-(2-(carbazol-9-il)-etoxi)-feniltio]-2-
metilpropandico (ST2618);

Xvi, acido 2-[4-[2-(1-indolil)-etoxi]-feniltio]-2-
metilpropandico (ST2622);

xvii. acido 2-[3-[2-(1l-indolil)-etoxi]-feniltio]-2-
metilpropandico (ST2651);

xviii. acido 2-[3-[2-(2-naftil)-etoxi]-feniltio]-2-
metil-propandéico (ST2609);

xix. acido 2-[4-[2-(2-naftil)-etoxi]-feniltio]-2-
metilpropandico (ST2036);

XX. 2-[4-[2-(1-(5-metoxi)-indolil)-etoxi]-feniltio]-
isobutirato de metilo (ST2577);

xxi. 2-[4-12-(1-(5-benziloxi)-indolil) -etoxi]-
feniltio]-isobutirato de metilo (ST2562);
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Xxii. 2-[3-[5-(4-nitrofenil)-furfuriloxi]-feniltio]-
isobutirato de metilo (ST2501);

xxiii. acido 2-[4-[2-(1-(5-metoxi)-indolil) -etoxi]-
feniltio]-isobutirico (ST2733);

xxiv. &cido 2-[4-[2-(1-(5-benziloxi)-indolil)-etoxi]-
feniltio]-2-metilpropandico (ST2740);

Xxv. acido 2-metil-2-[3-[5-(4-nitrofenil)-furfuriloxi]-
feniltio]-propandico (ST2753).

Sdo particularmente preferidos os compostos ST2518 e
ST2195.

Os compostos de férmula estrutural (I) sd@o preparados

de acordo com as reaccdes descritas nos métodos gerais A-C.

Métodos gerais de sintese
Os esquemas seguintes ilustram os métodos utilizados
para a sintese dos compostos de fédrmula estrutural (I).
Salvo quando indicado de outro modo, as significacdes
dos diversos simbolos s&do idénticas as apresentadas na
férmula estrutural (I). O procedimento de hidrdlise
descrito no método A também pode ser utilizado nos outros

métodos.
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METODO A

. o
Base @’YKLX
................ - 0 - L ! Ry 2
) ;‘ﬁ’Jﬁ

0]

]

Passo 2 Hidrolise
L = grupo removivel

1A

A preparacdo dos compostos de fédrmula estrutural (I)
teve lugar fazendo reagir o composto de fédrmula estrutural
II com uma base, de preferéncia inorgédnica e
preferencialmente hidreto de sdédio, para se formar o aniédo
correspondente, o qual se faz entdo reagir com um composto
de férmula estrutural III, que contém um grupo removivel,
tal como cloro, bromo, iodo, mesilo, tosilo e diazo (no
caso do grupo diazo, em vez de uma base inorgénica utiliza-
se um dimero de acetato de rdédio bivalente como
catalisador), V.g., 2-metil-alfa-bromoisobutirato, num
solvente polar, tal como acetonitrilo, tolueno ou
preferencialmente dimetilformamida, durante um intervalo de
temperatura compreendido entre 18 e 48 horas e a uma
temperatura compreendida entre 10°C e 50°C e de preferéncia

25°C. Submete-se o produto assim obtido a hidrdélise béasica
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ou acida, utilizando, por exemplo, NaOH ou, por exemplo,
uma mistura de HCl/4cido acético, a uma temperatura
compreendida entre 10°C e 100°C, de preferéncia 25°C,
durante um intervalo de tempo compreendido entre 1 e 72
horas, de preferéncia 3 horas, para se obter o acido IA

correspondente.

METODO B

Qud 8§

X $OH

A preparacdo dos compostos de fédrmula estrutural (I)
teve lugar a partir dos compostos de fédrmula estrutural IV,
0s quais se fez reagir com um &alcool de fdérmula estrutural
V sob condicgcdes convencionais de reaccdo de Mitsunobu,
conforme descrito na obra Synthesis, 1981, 1-28, utilizando
solventes anidros e aprdéticos, tais como benzeno, tolueno,
éter ou, de preferéncia, tetra-hidrofurano, durante um
intervalo de tempo compreendido entre 30 minutos e 72
horas, de preferéncia 48 horas, a uma temperatura

compreendida entre 10°C e 40°C, de preferéncia 25°C.
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METODO C

a

{k M ok

)
W ~in .
{H

W= O, NH, S

K =-NC§, -Ni.‘;ﬁ GO, ~COOH

GENOS

Os compostos preparados por método foram obtidos a
partir de compostos de férmula estrutural VI, dissolvidos
em solventes aprdéticos, por exemplo, tolueno, éter, benzeno
ou, de preferéncia, tetra-hidrofurano, e depois foram
adicionados com o correspondente isocianato, tioisocianato
ou cloroformiato de férmula estrutural VII,
facultativamente na presenca de uma base inorgdnica ou
orgénica, de ©preferéncia trietilamina numa quantidade
catalitica ou estequiométrica, deixando-se reagir durante
um intervalo de tempo compreendido entre 6 e 72 horas, de
preferéncia 48 horas, a uma temperatura compreendida entre
10°C e 40°C, de preferéncia 25°C. No caso de o simbolo K
representar agentes de condensacéao COQOH, tais como
dietilfosforocianidato, EEDQ, DCC ou CDI e semelhantes,
entdo foram utilizados numa proporcdo de 1:3 equivalentes
em relacdo aos substratos, de preferéncia de 1:1,5
equivalentes, ou entdo o processo foi realizado através da
formacdo do cloreto de &cido, efectuando-se a reaccdo de
condensacdo em solventes orgénicos, tais como DMF, CHsCN,
CHCls, THF e semelhantes, a uma temperatura compreendida

entre 20°C e 80°C, de preferéncia 25°C, num intervalo de
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tempo compreendido entre 18 horas e 3 dias, de preferéncia
24 horas. Os exemplos seguintes ilustram mais

minuciosamente a invencdo, embora ndo limitem o seu ambito.

Exemplo 1

Preparacdo de 2-[3-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST2195)

Preparacéo do produto intermediério, 2-(3-hidroxi-

feniltio)-isobutirato de metilo

Método A (passo 1)

Preparou-se o produto a partir de 3-mercaptofenol
(2,00 g, 15,9 mmol) em 40 mL de CH3CN anidro e de NaH a 80%
(0,572 g 19,1 mmol) a o0°cC. Decorridos 5 minutos,
adicionou-se metil-2-bromoisobutirato (2,88 g, 15,9 mmol) a
suspenséo. Manteve-se a mistura de reaccdo assim obtida
sob agitacdo magnética de um dia para o outro a temperatura
ambiente. Depois deste periodo, verteu-se a mistura em H0
e extraiu-se com acetato de etilo. Secou-se a fase
organica sobre sulfato de sdédio anidro e evaporou-se até a
secura. Purificou-se o residuo obtido por cromatografia
através de gel de silica, utilizando Como eluente
CHC1l3/CH3O0H a 98/2. Obteve-se 2,900 g de produto
(rendimento: 81%); p.f. (ponto de fusdo): 41,5°C-42,5°C;
TLC: gel de silica, eluente CHCl3;/CH30H a 98/2, Rf (réacio
frontal): 0,23; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 7,19 (t, 1H),
7,00 (4, 1H), 6, 95 (t lr, 1H), 6,81 (dd, 1H), 3,69 (s,
3H), 1,50 (s, ©H); HPLC: coluna: ‘Inertisil ODS-3’ (5 um)
4,6 x 250 mm, T: temperatura ambiente, fase mbdével CH3CN/H,0O
a 50/50 (v/v), pH: tal qual, caudal: 0,75 mL/minuto,
detector UV 205 nm, tempo de retencdo 13,82 minuto; KF:

0,3% de H,O; A. E. em conformidade com Ci1H1403S.
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Preparacdo de 2-[3-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST2195)
Método B

Preparou-se o) produto a partir de 2=-(3-
hidroxifeniltio)-isobutirato de metilo (preparado tal como
descrito antes) (1,00 g, 4,42 mmol) e de é&alcool 4-
clorofenetilico (0,692 g, 4,42 mmol) em 15 mL de THF
anidro, aos quais se adicionou, progressivamente e em
pequenas quantidades, DIAD (1,16 g, 5,75 mmol) e
trifenilfosfina (1,500 g, 5,75 mmol), mantendo a
temperatura a um valor inferior a 30°C. Manteve-se a
mistura de reaccdo sob agitacdo magnética de um dia para o
outro a temperatura ambiente. Apds este periodo, evaporou-
se o0 solvente e purificou-se o residuo por cromatografia
através de gel de silica, utilizando como eluente
hexano/AcOEt a 9/1. Obteve-se 1,146 g de um produto oleoso
(rendimento: 71%); TLC: gel de silica, eluente hexano/AcOEt
a 9/1, Rf = 0,28; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 7,25 (m, 6H),
7,00 (m, 1H), 6,90 (d, 1H), 4,15 (t, 2H), 3,65 (s, 3H),
3,08 (t, 2H), 1,55 (s, ©H); HPLC: coluna: ‘Inertisil ODS 3’
(5 um) 4,6 x 250 mm, T: 30°C, fase mdbdével CH3CN/H,O a 80/20
(v/v), pH: tal gqual, caudal: 0,75 mL/minuto, detector UV a
205 nm, tempo de retencdo 19,34 minutos; KF: 1,7% de H0;

A. E. em conformidade com Cj;oH,;C103S.

Exemplo 2

Preparacdo do &cido 2-3-(2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-

2-metilpropandico (ST2518)
Método A (passo 2)
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Preparou-se o produto a partir de uma solucdo do
composto ST2195 (preparado tal como descrito no exemplo 1)
(0,150 g, 0,41 mmol) em 9 mL de metanol, ao qual se
adicionou 4 mL de NaOH 1IN. Manteve-se a solucdo assim
obtida sob agitacdo magnética durante 48 horas a
temperatura ambiente. Apbs este periodo, diluiu-se a
solucdo com &agua, acidificou-se com HCl 1IN e extraiu-se a
fase aquosa com AcOEt. Secou-se a fase aquosa sobre
Na,S0,4, filtrou-se e evaporou-se o solvente sob uma presséo
hipobédrica. Obteve-se 0,128 g de produto (rendimento: 88%);
p.f.: 105°C-106°C; TLC: gel de silica, eluente CHCls/CH3;0H
9,4/0,6, Rf: 0,42; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 7,45 (m, 5H),
7,10 (m, 2H), 6,80 (dd, 1H), 4,15 (t, 2H), 3,05 (t, 2H),
1,50 (s, ©H); HPLC: coluna: ‘Symmetry-C18’ (5 um) 4,6 x 250
mm, T: 30°C, fase mével CHi;CN/acetato de amdénio 10 mM a
35/65 (v/v), pH: tal qual, caudal: 0,80 mL/minuto, detector
UV a 205 nm, tempo de retencdo 4,66 minutos; A. E. em

conformidade com CigH19C105S.

Exemplo 3

Preparacao de 2-[4-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST1929)

Preparacéo do intermediédrio 2-(4-hidroxifenil-tio) -

isobutirato de metilo (ST 1923)

Preparou-se o produto em epigrafe, de acordo com o
procedimento descrito no método A (passo 1), a partir de 4-
mercaptofenol (0,500 g, 4,0 mmol) em 10 mL de CHsCN anidro,
ao qual se adicionou NaH a 80% (0,144 g, 4,8 mmol).
Arrefeceu-se a mistura até 0°C e, decorridos 5 minutos,

adicionou-se metil-o-bromoisobutirato (0,724 g, 4,0 mmol).
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Manteve-se a mistura de reaccdo sob agitacdo magnética
durante dois dias a temperatura ambiente. Apbs este
periodo, verteu-se a mistura sobre H20 e extraiu-se com
acetato de etilo; acidificou-se entdo a fase aquosa com HCI
IN e extraiu-se novamente com acetato de etilo. Secou-se
as fases orgénicas sobre Na,;S04, filtrou-se e evaporou-se.
Purificou-se o residuo obtido por cromatografia através de
gel de silica, wutilizando CHCl; como eluente. Obteve-ge
0,760 g de produto (rendimento: 84%); p.f.: 110°C-112°C;
TLC: gel de silica, eluente CHCls, Rf: 0,11; 'H NMR (CDCls,
300 MHz) o&: 7,30 (4, 2H), 6,73 (4, 2H), 5,57 (m lr, 1H),
3,70 (s, 3H), 1,45 (s, ©6H); HPLC: coluna: ‘Symmetry - Cig’,
(5 ym) 4,6 x 250 mm, T: 30°C, fase mdbdével CHsCN/H,O a 50/50
(v/v), pH: tal qual, caudal: 0,75 mL/minuto, detector UV a
205 nm, tempo de retencdo 10,14 minutos; A. E. (analise

elementar) em conformidade com Ci11H1403S.

Preparacéo de 2-[4-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST1929)

Preparou-se o produto em epigrafe de acordo com o
procedimento descrito no método B, a partir de 2-(4-
hidroxifeniltio)-isobutirato de metilo (preparado tal como
descrito antes) (0,800 g, 3,54 mmol) e de &lcool 4-
clorofenetilico (0,554 g, 3,54 mmol) em 20 mL de THF
anidro. Adicionou-se, progressivamente e em pequenas
porcdes, DEAD (0,801 g, 4,6 mmol) e trifenilfosfina (1,205
g, 4,6 mmol), mantendo a temperatura inferior a 30°C.
Manteve-se a reaccdo sob agitacdo magnética de um dia para
o outro a temperatura ambiente. Apbs este periodo,
evaporou-se o0 Solvente e purificou-se o residuo por

cromatografia através de gel de silica, utilizando
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hexano/acetato de etilo a 9/1 como eluente. Obteve-se 0,416
g de um produto oleoso (rendimento: 32%); TLC: gel de
silica, eluente hexano/acetato de etilo a 9/1, Rf: 0,32;
'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 7,40-7,19 (m, 6H), 6,80 (d, 2H),
4,15 (t, 2H), 3,65 (s, 3H), 3,08 (t, 2H) 1,45 (s, ©6H);
HPLC: coluna: ‘Symmetry-Cig’, (5 um) 4,6 x 250 mm, T: 30°C,
fase mével CHsCN/H,O a 70/30 (v/v), pH: tal gqual, caudal:
0,75 mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de retencdo

31,40 minutos; KF: 0,4% de HyO0; A. E. em conformidade com

C1oH21C103S.

Exemglo 4

Preparacdo de 2-[3-(2-(2,4-diclorofenil)-etoxi)-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST2534)

Preparou-se o produto em epigrafe de acordo com o
procedimento descrito no método B, a partir de 2-(3-
hidroxifeniltio)-isobutirato de metilo (preparado tal como
descrito no exemplo 1) (0,280 g, 1,24 mmol) e de DIAD
(0,325 g, 1,61 mmol), dissolvido em 3 mL de THF anidro, e
adicionou-se gota a gota, a uma solucdo 4&lcool 2,4-
diclorofenetilico (0,260 g, 1,36 mmol) e trifenilfosfina
(0,422 g, 1,61 mmol) em 4 mL de THF anidro a 0°C. Manteve-
se a mistura de reaccdo sob agitacdo magnética de um dia
para o outro a temperatura ambiente. Apds este periodo,
evaporou-se o SsSolvente e purificou-se o residuo por
cromatografia através de gel de silica, utilizando
hexano/AcOEt a 9,6/0, 4 como eluente. Obteve-se 0,327 g de
um produto oleoso (rendimento: 66%); TLC: gel de silica,
eluente hexano/AcOEt a 9/1, Rf: 0,34; 'H NMR (CDCls, 300
MHz) &: 7,40 (d, 1H), 7,20 (m, 3H), 7,00 (m, 2H), 6,90 (dd,
1H), 4,15 (t, 2H), 3,65 (s, 3H), 3,20 (t, 2H), 1,45 (s,
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6H); HPLC: coluna: ‘Inertisil ODS-3’ (5 um) 4,6 x 250 mm,
T: temperatura ambiente, fase mdbével CH3CN/H,O a 90/10
(v/v), pH: tal qual, caudal: 0,8 mL/minuto, detector UV a
205 nm, tempo de retencdo 12,40 minutos; KF: 0,2% de H0;

A. E. em conformidade com C;9H70C1,03S.

Exemplo 5
Preparacdo de 2-[4-(2-(2,4-diclorofenil)-etoxi)-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST2531)

Preparou-se o produto em epigrafe de acordo com o
procedimento descrito no método B, a partir de 2-(4-
hidroxifeniltio)-isobutirato de metilo (preparado tal como
descrito no exemplo 3) (0,280 g, 1,24 mmol) e DIAD (0,325
g, 1,61 mmol), dissolvido em 3 mL de THF anidro, e
adicionou-se, gota a gota, a uma solucdo de alcool 2,4-
diclorofenetilico (0,260 g, 1,36 mmol) e trifenilfosfina
(0,422 g, 1,61 mmol) em 4 mL de THF anidro a 0°C. Manteve-
se a mistura de reaccdo sob agitacdo magnética de um dia
para o outro a temperatura ambiente. Apds este periodo,
evaporou-se o0 Solvente e purificou-se o residuo por
cromatografia através de gel de silica, utilizando
hexano/AcOEt a 9,6/0,4 como eluente. Obteve-se 0,346 g de
produto (rendimento: 70%); p.f.: 73°C-74°C; TLC: gel de
silica, eluente hexano/AcOEt a 9/1, Rf: 0,26; 'H NMR
(ChCls, 300 MHz) o&: 7,35 (m, 3H), 7,22 (m, 2H), 6,83 (d,
2H), 4,18 (t, 2H), 3,65 (s, 3H), 3,20 (t, 2H), 1,45 (s,
©H); HPLC: coluna: ‘Inertisil ODS-3’ (5 um) 4,6 x 250 mm,
T: temperatura ambiente, fase mével CH3CN/H,O a 85/15
(v/v), pH: tal gqual, caudal: 1 mL/minuto, detector UV a 205
nm, tempo de retencdo 12,58 minutos; KF: 0,4% de H,O; A. E.

em conformidade com C;9H,C1,03S.
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Exemglo 6

Preparacéao de 2-[3-(2-(carbazol-9-il)-etoxi)-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST2365)

Preparou-se o produto em epigrafe de acordo com o
procedimento descrito no método B, a partir de 2-(3-
hidroxifeniltio)-isobutirato de metilo (preparado tal como
descrito no exemplo 1) (0,609 g, 2,7 mmol) e adicionou-se,
progressivamente e em pequenas porcdes, 9H-carbazol-9-
etanol (0,570 g, 2,7 mmol), DIAD (0,708 g, 3,5 mmol) e
trifenilfosfina (0,917 g, 3,5 mmol), mantendo a temperatura
inferior a 30°C, em 14 mL de THF anidro. Manteve-se a
mistura de reaccdo sob agitacdo magnética durante 18 horas
a temperatura ambiente. Apds este periodo, evaporou-se o
solvente e purificou-se o residuo por cromatografia através
de gel de silica, utilizando hexano/AcOEt a 9/1 como
eluente. Obteve-se 0,510 g de produto (rendimento: 45%);
p.f.: 101°C-103°C; TLC: gel de silica, eluente hexano/AcOEt
a 8/2, Rf: 0,38; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 8,05 (d, 2H),
7,50 (m, 4H), 7,15 (m, 2H), 7,08 (t, 1H), 7,00 (d, 1H),
6,90 (s, 1H), 6,80 (m, 1H), 4,75 (t, 2H), 4,35 (t, 2H),
3,60 (s, 3H), 1,40 (s, 6H); HPLC: coluna: ‘Symmetry-Cig’,
(5 pym) 4,6 x 150 mm, T: temperatura ambiente, fase mdvel
CH3CN/H,O a 65/35 (v/v), pH: tal qual, caudal: 0,80
mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de retencdo 11,45

minutos; A. E. em conformidade com CysHysNO3S.

Exemplo 7

Preparacao de 2-[4-(2-(carbazol-9-1l1)-etoxi)-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST2387)
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Preparou-se o produto de acordo com o procedimento
descrito no método B, a partir de 2-(4-hidroxifeniltio)-
isobutirato de metilo (preparado tal como descrito no
exemplo 3) (0,609 g, 2,7 mmol) e adicionou-se,
progressivamente e em porgdes, 9H-carbazol-9-etanol (0,570
g, 2,7 mmol), DIAD (0,708 g, 3,5 mmol) e trifenilfosfina
(0,917 g, 3,5 mmol), mantendo a temperatura inferior a
30°C, em 14 mL de THF anidro. Manteve-se a mistura de
reacgcdo sob agitacdo magnética durante 18 horas a
temperatura ambiente. Apds este periodo, evaporou-se O
solvente e purificou-se o residuo por cromatografia através
de gel de silica, utilizando hexano/AcOEt a 9/1 como
eluente. Obteve-se 0,702 g de produto (rendimento: 62%);
p.f.: 72°C-74°C; TLC: gel de silica, eluente hexano/AcOEt a
8/2, Rf: 0,30; 'H NMR (CDCl;, 300 MHz) &: 8,05 (d, 2H),
7,50 (m, 4H), 7,15 (m, 4H), o¢,75 (d, 2H), 4,75 (t, 2H),
4,35 (t, 2H), 3,60 (s, 3H), 1,40 (s, ©6H); HPLC: coluna:
‘Symmetry-Cig’, (5 um) 4,6 x 150 mm, T: temperatura
ambiente, fase mével CH3CN/H,O a 70/30 (v/v), pH: tal qual,

caudal: 0,80 mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de

retencdo 11,60 minutos; A. E. em conformidade com
Cos5HosNO3S .
Exemplo 8
Preparacao de 2-[4-[2-(1-indolil)-etoxi]-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST1983)

Preparacdo do produto intermedidrio 1-(2-hidroxietil)-indole

Preparou-se o produto intermediario de acordo com o
procedimento descrito na obra J. Med. Chem., 1998, 41/10,

1619-1639, com a excepcdo do tempo de reaccdo (igual a 30
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horas em wvez de 30 minutos), a partir de indole (5,0 g,
42,7 mmol), KOH (3,6 g, 64,1 mmol) e bromoetanol (6,4 g,
51,3 mmol) em 50 mL de DMSO anidro, a uma temperatura
compreendida entre 25°C e 30°C, para se obter 5 g do

produto oleoso (rendimento: 73%).

Preparacéao de 2-[4-[2-(1-indolil)-etoxi]-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST1983)

Preparou-se o produto de acordo com o procedimento
descrito no método B, a partir de 2-(4-hidroxifeniltio)-
isobutirato de metilo (preparado tal como descrito no
exemplo 3) (0,671 g, 2,97 mmol) e adicionou-se,
progressivamente e em porgdes, 1-(2-hidroxietil)-indole
(0,478 g, 2,97 mmol), DEAD (0,672 g, 3,86 mmol) e
trifenilfosfina (1,011 g, 3,80 mmol), mantendo a
temperatura inferior a 30°C, em 15 mL de THF anidro.
Manteve-se a mistura de reaccdo sob agitacdo magnética
durante 48 horas e a temperatura ambiente. Apds este
periodo, evaporou-se o solvente e purificou-se o residuo
por cromatografia através de gel de silica, wutilizando
hexano/acetato de etilo a 8/2 como eluente. Ao todo,
obteve-se 0,500 g de produto ainda impuro, o qual se
dissolveu em acetato de etilo e se lavou com uma solucdo de
NaOH 1 N. Secou-se a fase orgdnica e evaporou-se para se
obter um residuo de 0,230 g, o qual se purificou novamente
por cromatografia através de gel de silica, efectuando a
eluicdo com CHCls. Obteve-se 0,184 g de produto oleoso
(rendimento: 17%) ; TLC: gel de silica, eluente
hexano/acetato de etilo a 8/2, Rf: 0,29; 'H NMR (CDCls, 300
MHz) &: 7,62 (d, 1H), 7,40-7,10 (m, ©H), 6,78 (d, 2H), 6,50
(d, 1H), 4,50 (m, 2H), 4,24 (m, 2H), 3,61 (s, 3H), 1,40 (s,
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oH); HPLC: coluna: ‘Symmetry-Cigz’, (3,5 pum) 4,6 x 75 mm, T:
temperatura ambiente, fase mdbvel CH3CN/H,O a 60/40 (v/v),
pH: tal qual, caudal: 0,90 mL/minuto, detector UV a 205 nm,
tempo de retencdo 10,70 minutos; KF: 1,7% de H;O; A. E. em

conformidade com Cy1Hy3NO3S.

Exemplo 9
Preparacédo de 2-[3-[2-(1-indolil)-etoxi]-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST2394)

Preparou-se o produto em epigrafe de acordo com o
procedimento descrito no método B, a partir de 2-(3-
hidroxifeniltio)-isobutirato de metilo (preparado tal como
descrito no exemplo 1) (1,00 g, 4,42 mmol) e de 1-(2-
hidroxietil)-indole (preparado tal como descrito no exemplo
8) (0,711g, 4,42 mmol) em 20 mL de THF anidro, aos quais se
adicionou, progressivamente e em pequenas quantidades, DIAD
(1,16 g, 5,75 mmol) e trifenilfosfina (1,500 g, 5,75 mmol),
mantendo a temperatura inferior a 30°C. Manteve-se a
mistura de reaccdo sob agitacdo magnética de um dia para o
outro a temperatura ambiente. Apds este periodo, evaporou-
se o0 solvente e purificou-se o residuo por cromatografia
através de gel de silica, utilizando hexano/AcOEt a 8/2
como eluente. Obteve-se 0,581 g de produto oleoso
(rendimento: 35%); TLC: gel de silica, eluente hexano/AcOEt
a 9/1, Rf: 0,22; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 7,62 (d, 1H),
7,42 (d, 1H), 7,30-6,80 (m, 7H), 6,52 (d, 1H), 4,55 (m,
2H), 4,30 (m, 2H), 3,61 (s, 3H), 1,50 (s, ©oH); HPLC:
coluna: ‘Supelco-Cig’ (5 um) 4,6 x 150 mm, T: 30°C, fase
mével CHsCN/H,O a 70/30 (v/v), pH: tal qual, caudal: 0,90
mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de retencdo 6,36

minutos; A. E. em conformidade com Cy1H»3NO3S.
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Exemplo 10
Preparacéao de 2-[3-[2-(2-naftil)-etoxi]-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST2167)

Preparou-se o produto de acordo com o procedimento
descrito no método B (com a excepcdo de se ter substituido
DEAD por DIAD), a partir de 2-(3-hidroxifeniltio)-
isobutirato de metilo (preparado tal como descrito no
exemplo 1) (1,110 g, 4,9 mmol), de 2-(2-naftil)-etanol
(0,842 g, 4,9 mmol), de DIAD (1,290 g, 6,37 mmol) e de
trifenilfosfina (1,670 g, 6,37 mmol) em 20 mL de THF
anidro. Manteve-se a mistura de reaccdo sob agitacédo
magnética de um dia para o outro a temperatura ambiente.
Apbs este periodo, evaporou-se o solvente e purificou-se o
residuo por cromatografia através de gel de silica,
utilizando hexano/AcOEt a 7/3 como eluente. Purificou-se
novamente o produto por dissolucdo em acetato de etilo e
lavagem da fase orgénica com uma solucdo de Na,CO;. Secou-
se a fase orgédnica sobre sulfato de sdédio e evaporou-se O
solvente sob uma pressdo hipobérica. Obteve-se 1,14 g de
produto oleoso (rendimento: 61,2%); TLC: gel de silica,
eluente hexano/AcOEt a 9/1, Rf: 0,20; 'H NMR (CDCls, 300
MHz) &: 7,80 (m, 3H), 7,75 (s, 1H), 7,45 (m, 3H), 7,25 (t,
1), 7,05 (m, 2H), 6,90 (d, 1H), 4,25 (t, 2H), 3,65 (s,
3H), 3,30 (t, 2H), 1,50 (s, ©H); HPLC: coluna: ‘Inertisil
ODS-3" (5 um) 4,6 x 250 mm, T: temperatura ambiente, fase
mével CHsCN/H,O a 80/20 (v/v), pH: tal qual, caudal: 0,9
mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de retencdo 18,91

minutos; KF: 1,0% de HyO; A. E. em conformidade com Cy3H,,05S.
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Exemplo 11
Preparacdo de 2-[4-[2-(2-naftil)-etoxi]-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST2011)

Preparou-se o produto de acordo com o procedimento
descrito no método B, a partir de 2-(4-hidroxifeniltio)-
isobutirato de metilo (preparado tal como descrito no
exemplo 3) (1,000 g, 4,42 mmol) e adicionou-se,
progressivamente e em porg¢des, 2-(2-naftil)-etanol (0,760
g, 4,42 mmol), DEAD (1,000 g, 5,75 mmol) e trifenilfosfina
(1,500 g, 5,75 mmol), mantendo a temperatura inferior a
30°C, em 30 mL de THF anidro. Manteve-se a mistura de
reaccdo sob agitacdo magnética de um dia para o outro a
temperatura ambiente. Apds este periodo, evaporou-se o
solvente e purificou-se o residuo por cromatografia através
de gel de silica, utilizando hexano/AcOEt a 9/1 como
eluente. Obteve-se 1,262 g de produto (rendimento: 75%);
p.f.: 56°C-57°C; TLC: gel de silica, eluente hexano/AcOEt a
9/1, Rf: 0,23; 'H NMR (CDCls;, 300 MHz) &: 7,85-7,70 (m,
4H), 7,45-7,28 (m, 5H), 6,83 (d, 2H), 4,27 (t, 2H), 3,65
(s, 3H), 3,26 (t, 2H), 1,45 (s, ©6H); HPLC: coluna:
‘Inertisil ODS-37 (5 pm) 4,6 x 250 mm, T: temperatura
ambiente, fase mével CH3:CN/H,O a 80/20 (v/v), pH: tal qual,
caudal: 0,75 mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de
retencdo 23,51 minutos; KF: 0,16% de H,O0; A. E. em

conformidade com Cjy3H,403S.

Exemplo 12

Preparacéo do adcido 2-[4-[2-(4-clorofenil) -etoxi] -

feniltio]-2-metilpropandico (ST2505)
Método A (passo 2)
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Preparou-se o produto a partir de uma solucdo do
composto ST1929 (preparado tal como descrito no exemplo 3)
(0,572 g, 1,57 mmol) em 36 mL de metanol, a qual se
adicionou 15,7 mL de NaOH 1 N. Manteve-se a solucdo obtida
sob agitacdo magnética de um dia para o outro a temperatura
de refluxo. Apds este periodo, acidificou-se a solucdo com
HC1 1 N e extraiu-se a fase aquosa com AcOEt. Secou-se a
fase orgdnica sobre NayS0, anidro, filtrou-se e evaporou-se
o solvente sob uma pressdo hipobéarica. Purificou-se o
produto por cromatografia através de uma coluna de gel de
silica, efectuando a eluicdo com hexano/AcOEt a 7:3.
Obteve-se 0,448 g do produto (rendimento: 81,5%); p.f.:
87°C-88°C; TLC: gel de silica, eluente hexano/AcOEt a 6/4,
Rf: 0,3; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 7,40 (d, 2H), 7,25 (d,
2H), 7,20 (4, 2H), 6,80 (d, 2H), 4,15 (t, 2H), 3,05 (t,
2H), 1,50 (s, ©H); HPLC: coluna: ‘Symmetry-Ci;g’ (5 um) 4,6
x 250 mm, T: temperatura ambiente, fase mbdével CHsCN/acetato
de aménio 10 mM a 45/55 (v/v), pH: tal gqual, caudal: 0,70
mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de retencdo 4,73

minutos; A. E. em conformidade com Ci;gHi9C1l0O3S.

Exemplo 13

Preparacéo do acido 2-[(2-(2,4-diclorofenil) -etoxi) -

feniltio]-2-metilpropandico (ST2653)

Método A (passo 2)

Preparou-se o produto a partir de uma solucdo do
composto ST2534 (preparado tal como descrito no exemplo 4)
(0,700 g, 1,75 mmol) em 11 mL de CHsOH, a qual se adicionou
21 mL de NaOH 1 N. Manteve-se a solucdo obtida sob
agitacdo magnética durante dois dias a 40°C. Apdbds este

periodo, evaporou-se o CH30H sob uma pressdo hipobarica,
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acidificou-se a fase agquosa com HCl1 1 N e extraiu-se com
AcOEt. Secou-se a fase orgdnica sobre Na;30; anidro,
filtrou-se e evaporou-se o solvente sob uma pressao
hipobérica. Obteve-se 0,486 g de produto (rendimento:
72%); p.f.: 86°C-88°C; TLC: gel de silica, eluente
CHCl3/CHsOH a 9,6/0,4, Rf: 0,18; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &:
7,40 (s, 1H), 7,20 (m, 3H), 7,05 (m, 2H), 6,90 (d, 1H),
4,15 (t, 2H), 3,05 (t, 2H), 1,45 (s, ©oH); HPLC: coluna:
‘Tnertisil ODS 37 (5 um) 4,6 x 250 mm, T: temperatura
ambiente, fase mdbével CH3;CN/KH,PO, 50 mM a 70/30 (v/v), pH:
aproximadamente 3 (H3PO4), caudal: 1 mL/minuto, detector UV
a 205 nm, tempo de retencdo 16,78 minutos; A. E. em

conformidade com CigH13C1,03S.

Exemplo 14

Preparacéo do acido 2-[4-(2-(2,4-diclorofenil)-etoxi) -

feniltio]-2-metilpropandico (ST2652)
Método A (passo 2)

Preparou-se o produto a partir de uma solucdo do
composto ST2531 (preparado tal como descrito no exemplo 5)
(0,130 g, 0,32 mmol) em 3 mL de tetra-hidrofurano, a qual
se adicionou 3 mL de uma solucdo aquosa de LiOH (0,040 g,
1,67 mmol). Manteve-se a suspensdo obtida sob agitacéo
magnética de um dia para o outro a temperatura ambiente.
Apbs este periodo, evaporou-se o tetra-hidrofurano sob uma
pressdo hipobarica, acidificou-se a fase aquosa com HCl1 1 N
e extraiu-se com AcOEt. Secou-se a fase organica sobre
Na,504 anidro, filtrou-se e evaporou-se o0 solvente sob uma
pressdo hipobarica. Purificou-se o residuo obtido por
cromatografia através de uma coluna de gel de silica,

efectuando a eluicdo com CHCl3/CH30H a 9,6/0,4. Obteve-se
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0,044 g de produto (rendimento: 36%); TLC: gel de silica,
eluente CHCl:/CHsOH a 9,6/0,4, Rf: 0,20; 'H NMR (CDCls;, 300
MHz) o&: 7,40 (m, 3H), 7,20 (m, 2H), 6,80 (d, 2H), 4,15 (t,
2H), 3,15 (t, 2H), 1,45 (s, ©6H); HPLC: coluna: ‘Inertisil
ODS 37 (5 um) 4,6 x 250 mm, T: temperatura ambiente, fase
mével CH3CN/KH,PO; 50 mM a 65/35 (v/v), pH: aproximadamente
3 (H3PO4), caudal: 1 mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo
de retencdo 27,20 minutos; A. E. em conformidade com

C1gH15C1,0358S.

Exemplo 15

Preparacéo do acido 2-[3-(2-(carbazol-9-il) -etoxi) -

feniltio]-2-metilpropandico (ST2618)
Método A (passo 2)

Preparou-se o produto a partir de uma solucdo do
composto ST2365 (preparado tal como descrito no exemplo 6)
(0, 120 g, 0,286 mmol) em 3 mL de tetra-hidrofurano, a qual
se adicionou 1 mL de uma solucdo aquosa de LiOH (0,014 g,
0,5 mmol). Manteve-se a suspensdo assim obtida sob
agitacdo magnética de um dia para o outro a temperatura
ambiente. Apdbs este periodo, evaporou-se o) tetra-
hidrofurano sob uma pressdo hipobédrica, acidificou-se a
fase aquosa com HC1 1 N, extraiu-se sobre Nay;SO; anidro,
filtrou-se e evaporou-se o solvente sob uma pressio
hipobéarica. Obteve-se 0,042 g de produto (rendimento:
36%); TLC: gel de silica, eluente CHCl3;/CH30H a 9,6/0,4,
Rf: 0,24; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 8,05 (d, 2H), 7,50 (m,
4d), 7,10-7,00 (m, 5H), 6,80 (4, 1H), 4,70 (t, 2H), 4,30
(t, 2H), 1,50 (s, 6H); HPLC: coluna: ‘Inertisil ODS 3’ (5 um)
4,6 x 250 mm, T: temperatura ambiente, fase mével

CH5CN/KH;PO, 50 mM a 70/30 (v/v), pH: tal qual, caudal: 1
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mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de retencdo 11,92

minutos; A. E. em conformidade com Cy4Hy3NO3S.

Exemplo 16
Preparacédo do acido 2-[4-[2-(1-indolil)-etoxi]-feniltio]-2-

metilpropandico (ST2622)

Método A (passo 2)

Preparou-se o produto a partir de uma solucdo do
composto ST1983 (preparado tal como descrito no exemplo 8)
(1 g, 2,71 mmol) em 15 mL de CH3;0H, a gqual se adicionou 30
mL. de NaOH 1 N. Manteve-se a solucdo obtida sob agitacédo
magnética durante 48 horas a 40°C. Apds este periodo,
evaporou-se o CH;0H sob uma pressédo hipobéarica, acidificou-
se a fase aquosa com HC1 1 N e extraiu-se com AcOEt.
Secou-se a fase orgédnica sobre Na;S0; anidro, filtrou-se e
evaporou-se 0 solvente sob uma pressdo hipobarica.
Purificou-se o residuo através de uma coluna de gel de
silica, efectuando a eluicdo com CHCls;/CH:0H a 9,6/0,4.
Obteve-se 0,679 g de produto (rendimento: 70%); TLC: gel de
silica, eluente CHCl3;/CHsOH a 9,6/0,4, Rf: 0,27; 'H NMR
(CbCl;, 300 MHz) &: 7,60 (d, 1H), 7,40 (d, 3H), 7,20 (m,
3H), 6,80 (4, 2H), 6,50 (4, 1H), 4,50 (t, 2H), 4,25 (t,
2H), 1,50 (s, 6H); HPLC: coluna: ‘Inertisili ODS 3’ (5 um)
4,6 x 250 mm, T: temperatura ambiente, fase mbével CH3CN/
KH,PO;, 50 mM a 70/30 (v/v), ©pH: tal qual, caudal: 1
mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de retencdo 8,30

minutos; A. E. em conformidade com CyoHy1NO3S.

Exemplo 17

Preparacdo do &cido 2-[3-[2-(1l-indolil)-etoxi]-feniltio]-2-

metilpropandico (ST2651)
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Método A (passo 2)

Preparou-se o produto a partir de uma solucdo do
composto ST2394 (preparado tal como descrito no exemplo 9)
(0,140 g, 0,38 mmol) em 3 mL de tetra-hidrofurano, a qual
se adicionou 2 mL de uma solucdo aquosa de LiOH (0,040 g,
1,67 mmol). Manteve-se a suspensdo obtida sob agitacéo
magnética de um dia para o outro a temperatura ambiente.
Apbs este periodo, evaporou-se o tetra-hidrofurano sob uma
pressédo hipobarica, acidificou-se a fase aquosa com HC1 1 N
e extraiu-se com AcOEt. Secou-se a fase orgdnica sobre
Na,;S0, anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente sob uma
pressdo hipobéarica. Purificou-se o residuo obtido por
cromatografia através de uma coluna de gel de silica,
efectuando a eluicdo com CHCls3/CHsOH a 9,6/0,4. Obteve-se
0,086 g de produto (rendimento: 63%); TLC: gel de silica,
eluente CHC13/CHsOH a 9,6/0,4, Rf: 0,19; 'H NMR (CDCls, 300
MHz) &: 7,60 (d, 1H), 7,40 (d, 1H), 7,20-7,00 (m, 6H), 6,80
(d, 1H), 6,50 (d, 1H), 4,50 (t, 2H), 4,20 (t, 2H), 1,50 (s,
©H); HPLC: coluna: ‘Inertisil ODS 3’ (5 um) 4,6 x 250 mm,
T: temperatura ambiente, fase mdbdével CH3CN/KH,PO, 50 mM a
65/35 (v/v), pH: tal qual, caudal: 1 mL/minuto, detector UV
a 205 nm, tempo de retencdo 8,77 minutos; A. E. em

conformidade com CyH,1NO3S.

Exemplo 18

Preparacdo do &cido 2-[3-[2-(2-naftil)-etoxi]-feniltio]-2-

metilpropandico (ST2602)
Método A (passo 2)

Preparou-se o produto a partir de uma solucdo do
composto ST2167 (preparado tal como descrito no exemplo 10)

(0,270 g, 0,71 mmol) em 18 mL de CH;0H, a qual se adicionou
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15 mL de NaOH 2 N. Manteve-se a solucdo obtida sob
agitacdo magnética de um dia para o outro a temperatura de
refluxo. Apds este periodo, arrefeceu-se a mistura de
reaccdo, acidificou-se com HCl1 1 N e extraiu-se com AcOEt.
Secou-se a fase orgédnica sobre Nay;S0O; anidro, filtrou-se e
evaporou-se 0 solvente sob uma pressdo hipobérica.
Purificou-se o residuo por cromatografia através de uma
coluna de gel de silica, efectuando a eluicdo com
hexano/AcOEt a 7/3,0. Obteve-se 030 g de produto
(rendimento: 14%); TLC: gel de silica, eluente hexano/AcOEt
6/4, Rf: 0,24; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 7,80 (m, 3H),
7,70 (s, 1H), 7,40 (m, 3H), 7,20 (m, 1H), 7,10 (s, 2H),
6,90 (d, 1H), 4,20 (t, 2H), 3,20 (t, 2H), 1,50 (s, 6H);
HPLC: coluna: ‘Inertisil ODS 3’ (5 um) 4,6 x 250 mm, T:
temperatura ambiente, fase mével CH3CN/KH,PO, 50 mM a 70/30
(v/v), pH: tal qual, caudal: 1 mL/minuto, detector UV a 205
nm, tempo de retencdo 11,77 minutos; A. E. em conformidade

com CyyH»2035S.

Exemplo 19

Preparacdo do acido 2-[4-[2-(2-naftil)-etoxi]-feniltio]-2-

metilpropandico (ST2036)

Método A (passo 2)

Preparou-se o produto a partir de uma solucdo do
composto ST2011 (preparada tal como descrito no exemplo 11)
(0,498 g; 1,29 mmol) em 30 mL de CHs0OH, a qual se adicionou
12,9 mL de NaOH 1 N. Manteve-se a solucdo obtida sob
agitacdo magnética de um dia para o outro a temperatura de
refluxo. Apbs este periodo, arrefeceu-se a mistura de
reaccg¢do, acidificou-se com HCl 1 N e extraiu-se com AcOEt.

Secou-se a fase orgédnica sobre NayS0O; anidro, filtrou-se e
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evaporou-se o solvente sob uma pressdo hipobarica. Obteve-
se 0,450 g de produto (rendimento: 95%); p.f.: 103°C-104°C;
TLC: gel de silica, eluente CHCls3/CH;0H a 9,8/0,2, Rf:
0,13; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &: 7,80 (m, 3H), 7,70 (s,
1H), 7,40 (m, b5H), 6,80 (d, 2H), 4,20 (t, 2H), 3,20 (t,
2H), 1,50 (s, 6H); HPLC: coluna: ‘Inertisil ODS 3’ (5 um)
4,6 x 250 mm, T: temperatura ambiente, fase mével
CH3CN/KH,PO4s 50 mM a 75/25 (v/v), pH: tal qual, caudal: 0,75
mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de retencdo 13,10

minutos; A. E. em conformidade com CyyH,,05S.

Exemplo 20
Preparacéao de 2-[4-[2-(1-(5-metoxi)-indolil)-etoxi]-

feniltio]-isobutirato de metilo (ST2577)

Método B

A uma solucdo do composto ST1923 (preparado tal como
descrito no exemplo 3) (0,2 g, 0,88 mmol) em THF anidro (6
mL) adicionou-se 2-(5-metoxi-indol-1-il)-etanol (preparado
tal como descrito no exemplo 8, partindo de 5-metoxi-indole
e de 2-bromo-etanol) (0,185 g, 0,97 mmol), DIAD (0,230 g,
1,14 mmol) e trifenilfosfina (0,299 g, 1,14 mmol), em
pequenas porcdes. Manteve-se a mistura de reaccdo sob
agitacdo magnética de um dia para o outro a temperatura
ambiente, depois removeu-se o solvente sob uma pressédo
hipobarica, dissolveu-se o residuo em AcOEt e lavou-se com
NaOH 1 N. Secou-se a fase orgénica sobre Na,504, filtrou-
se e evaporou-se. Purificou-se o <residuo obtido por
cromatografia através de gel de silica, wutilizando como
eluente hexano/AcOEt a 87/13, para se obter 0,180 g de
produto final (rendimento de 51%). TLC: gel de silica,
eluente: hexano/AcOEt a 7/3, Rf: 0,39; 'H NMR (300 MHz,
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cbcls) o&6: 7,30 (m, 3H), 7,15 (4, 1H), 7,10 (d, 1H), 6,90
(dd, 1H), 6,78 (d, 2H), 6,40 (d, 1H), 4,50 (t, 2H), 4,25
(t, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,65 (s, 3H), 1,40 (s, ©6H); HPLC:
coluna: ‘Inertisil ODS 3’ (5 um) 4,6 x 250mm, temperatura
ambiente, fase mdbével CHi:CN/H,O0 a 85/15 v/v, pH tal qual,
caudal 0,75 mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de
retencdo 7,80 minutos; A. E.: em conformidade <com o

esperado para Cy:HysNO.S.

ExemElo 21
Preparacéao de 2-[4-[2-(1-(5-benziloxi)-indolil)-etoxi]-

feniltio]-isobutirato de metilo (ST2562)

Método B

A uma solucdo do composto ST1923 (preparado tal como
descrito no exemplo 3) (0,2 g, 0,88 mmol) em THF anidro (6
mL) , adicionou-se 2-(5-benziloxi-indol-1-il)-etanol
(preparado tal como descrito no exemplo 8, partindo de 5-
benziloxi-indole e de 2-bromo-etanol) (0,26 g, 0,97 mmol),
DIAD (0,230g, 1,14 mmol) e trifenilfosfina (0,299 g, 1,14
mmol), em peqgquenas porcdes. Manteve-se a mistura de
reacgcdo sob agitacdo magnética de um dia para o outro a
temperatura ambiente, depois removeu-se o solvente sob uma

pressdo hipobarica, dissolveu-se o residuo em AcOEt e

lavou-se com NaOH 1 N. Secou-se a camada orgédnica sobre
Na;S04, filtrou-se e evaporou-se sob uma pressao
hipobéarica. Purificou-se 0 residuo obtido por

cromatografia através de gel de silica, utilizando como
eluente hexano/AcOEt a 85/15, para se obter 0,240 g de
produto final (rendimento de 57%). P.f.: 87°C-88°C; TLC:
gel de silica, eluente: hexano/AcOEt a 7/3, Rf 0,41; 'H NMR
(300 MHz, CDCls) &: 7,45-7,2 (m, 10H), 7,00 (dad, 1H), 6,80
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(d, 2H), 6,40 (4, 1H), 5,10 (s, 2H), 4,50 (t, 2H), 4,25 (t,
2H), 3,060 (s, 3H), 1,40 (s, ©6H); HPLC: coluna: ‘Inertisil
OoDS 37 (5 um) 4,6 x 250 mm, temperatura ambiente, fase
mével CH3CN/H,O a 90/10 v/v, pH tal qual, caudal 0,80

mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de retencdo 8,21

minutos; A. E.: em conformidade com o esperado para
CogHyoNO4S .
Exemplo 22
Preparacdo de 2-[3-[5-(4-nitrofenil)-furfuriloxi]-

feniltio]-isobutirato de metilo (ST2501)
Método B

A uma solucdo de 2-(3-hidroxi-feniltio)-isobutirato de
metilo (preparado tal como descrito no exemplo 1) (1,02 g,
4,5 mmol) em THF anidro (23 mL) adicionou-se &lcool 5-
nitrofurfurilico (0,986 g, 4,5 mmol), DIAD (1,18 g, 5,85
mmol) e trifenilfosfina (1,53 g, 5,85 mmol), em pequenas
porcdes. Manteve-se a mistura de reaccdo sob agitacédo
magnética a temperatura ambiente, depois removeu-se O
solvente sob uma pressdo hipobédrica, dissolveu-se o residuo
em AcOEt e lavou-se com NaOH 1 N. Secou-se a camada
orgénica sobre Na,50,, filtrou-se e removeu-se sSob uma
pressdo hipobarica. Purificou-se o residuo obtido por
cromatografia através de gel de silica, utilizando como
eluente hexano/AcOEt a 9,4/0,6, para se obter 0,380 g de
produto final (rendimento de 20%). P.f.: 8l°C-82°C; TLC:
gel de silica, eluente: hexano/AcOEt a 7/3, Rf 0,45; 'H NMR
(300 MHz, CDCls) o&: 8,22 (d, 2H), 7,80 (d, 2H), 7,22 (m,
2H), 7,10-7,00 (m, 3H), 6,80 (d, 1H), 6,60 (d, 1H), 5,10
(s, 2H), 370 (s, 3H), 1,50 (s, ©oH); HPLC: coluna: ‘Symmetry

Cig’ (5 um) 4,6 x 250 mm, temperatura ambiente, fase mdvel
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CH5CN/H;O a 85/15 v/v, pH tal qual, caudal 0,85 mL/minuto,
detector UV a 205 nm, tempo de retencdo 6,24 minutos; A. E.:

em conformidade com o esperado para CyHz1NOgS.

Exemplo 23

Preparacdo do acido 2-[4-[2-(1-(5-metoxi)-indolil)-etoxi]-

feniltio]-isobutirico (ST2733)
Método A (passo 2)

A uma solucdo do composto ST2577 (preparado tal como
descrito no exemplo 20) (0,2 g, 0,50 mmol) em CH3OH (3,2
mL) adicionou-se uma solucdo de NaOH 1 N (6 mL). Manteve-
se a mistura de reaccdo sob agitacdo magnética de um dia
para o outro a 40°C, depois removeu-se a fase orgédnica sob
uma pressdo hipobarica e extraiu-se a fase aquosa com
AcCOEt. Separou-se a camada aquosa, acidificou-se com HCI1
1 N e depois extraiu-se novamente com AcOEt. Lavou-se este
segundo extracto orgdnico com &agua, secou-se sobre NaySOy,
filtrou-se e evaporou-se sSob uma pressdo hipobdrica para se
obter 0,138 g de produto final (rendimento de 72%). P.f.:
100°C-102°C; TLC: gel de silica, eluente: CHCl3/CH30H a
8/2, Rf: 0,62; 'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 7,40 (d, 2H),
7,25 (s, 1H), 7,10 (d, 2H), 6,90 (d, 1H), 6,78 (d, 2H),
6,40 (d, 1H), 4,50 (t, 2H), 4,20 (t, 2H), 3,80 (s, 3H),
1,40 (s, 6H); HPLC: coluna: ‘Inertisil ODS 3’ (5 um) 4,6 x
250 mm, temperatura ambiente, fase mével CH3CN/KH,PO, 50 mM
a 70/30, pH tal qual, caudal 1 mL/minuto, detector UV a 205
nm, tempo de retencdo 7,32 minutos; A. E.: em conformidade

com o esperado para Cy1Hy3NO4S.



38

Exemplo 24
Preparacéo do acido 2-[4-[2-(1-(5-benziloxi)-indolil) -

etoxi]-feniltio]-2-metilpropandico (ST2740)
Método A (passo 2)

A uma solucdo do composto ST2562 (preparado tal como
descrito no exemplo 21) (0, 430 g, 0,90 mmol) em CH30H (10
mL) adicionou-se uma solucdo de NaOH 1 N (15 mL). Manteve-
se a mistura de reaccdo sob agitacdo magnética durante 48
horas a 40°C, depois removeu-se a fase orgadnica sob uma
pressdo hipobarica e extraiu-se o residuo aquoso com AcOEt.
Separou-se a fase aquosa, acidificou-se com HClI 1 N e
depois extraiu-se novamente com AcOEt. Lavou-se este
segundo extracto orgdnico com agua, secou-se sobre NayS0, e
evaporou-se sob uma pressdo hipobadrica para se obter 0,310 g
de produto final (rendimento de 74%). P.f.: 160°C-162°C;
TLC: gel de silica, eluente: CHCl3/CH30H a 9/1, Rf: 0,57;
'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 7,40-7,15 (m, 10H), 7,20 (s,
2H), 7,00 (d, 1H), 6,90 (d, 2H), 6,40 (s, 1H), 5,15 (s, 2H),
4,50 (t, 2H), 4,20 (t, 2H), 1,40 (s, 6H); HPLC: coluna:
‘Inertisil O0ODS 37 (5 pum) 4,6 x 250 mm, temperatura
ambiente, fase mdével: CH3CN/KH,PO, 50 mM a 70/30, pH tal
qual, caudal mL/minuto, detector UV a 205 nm, tempo de
retencdo 11,60 minutos; A. E. em conformidade <com o

esperado para Cy7Hy7NO4S.

Exemplo 25

Preparacédo do acido 2-metil-2-[3-[5-(4-nitrofenil) -

furfuriloxi]-feniltio]-propandico (ST2753)

Método A (passo 2)
A uma solucdo do composto ST2501 (preparado tal como

descrito no exemplo 22) (0,4 g, 0,93 mmol) em CHs;0H (10 mL)
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adicionou-se uma solucdo de NaOH 1 N (25 mL). Manteve-se a
mistura de reaccdo sob agitacdo magnética durante 4 dias a
40°C, depois removeu-se a fase orgdnica sob uma pressio
hipobadrica e extraiu-se o residuo aquoso com AcOEt.
Separou-se a fase aquosa, acidificou-se com HClI 1 N e
depois extraiu-se novamente com AcOEt. Lavou-se este
segundo extracto orgdnico com agua, secou-se sobre NaS0, e
evaporou-se sob uma pressdo hipobarica. Purificou-se o
residuo por cromatografia através de gel de silica,
efectuando a eluicdo com CHCl;/CH;OH a 9,4/0,6, para se
obter 0,215 g de produto final (rendimento de 56%). P.f.:
137°C-138°C; TLC: gel de silica, eluente: CHCl3/CH30H a
9/1, Rf 0,53; 'H NMR (300 MHz, DMSO) &: 8,30 (d, 2H), 8,00
(d, 2H€), 7,40 (m, 2H), 7,10 (d, 3H), 6,80 (s, 1H), 4,20 (s,
2H), 1,40 (s, 6H); HPLC: coluna: ‘Inertisil ODS 3’ (5 um)
4,6 x 250 mm, temperatura ambiente, fase mdével CH3CN/KH,PO4
50 mM a 70/30, pH tal qual, caudal 1 mL/minuto, detector UV
a 205 nm, tempo de retencdo 11,38 minutos; A. E.: em

conformidade com o esperado para Cy1 HisNOgS.

Exemplo 26

Actividade antidiabética e de reducdo de lipidos no soro em

murganhos db/db

As mutacdes em animais de laboratdério tornaram
possivel o desenvolvimento de modelos que apresentam
diabetes ndo dependente de insulina associados a obesidade,
hiperlipidemia e resisténcia a insulina, o0 gue nos permite
testar a eficédcia de novos compostos antidiabéticos (Reed e
Scribner, Diabetes, obesity and metabolism, 1: 75-86,

1999).
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Um modelo de murganho diabético por meio de genética
que é amplamente utilizado é o murganho db/db C57BL/KsJ.

A base genética deste modelo consiste num defeito no
gene receptor de leptina (murganho db/db), o gque provoca
resisténcia a leptina e d& origem a excesso de alimentacédo,
obesidade, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, com
0os sintomas subsequentes de secrecdo insular insuficiente e
hiperglicemia (Kodama et al., Diabetologia, 37: 739-744,
1994; Zhang et al., Nature, 372: 425-432, 1994; Chen et
al., Cell, 84: 491-495, 1996).

Uma vez que a hiperglicemia ¢é acompanhada por
obesidade e resisténcia a insulina, o murganho db/db mostra
caracteristicas que se assemelham as da diabetes de tipo 2
em pacientes humanos, sendo por tal motivo Gtil para testar
compostos sensibilizadores de insulina.

Os murganhos db/db C57BL/KsJd utilizados nas
experiéncias foram fornecidos por Jackson Lab (via Ch.
River) . Apbs 10 dias de ambientacdo em condic¢des normais
(22°C + 2°C; 55% + 15% de humidade; 15 a 20 substituicdo do
ar/hora; ciclos de 12 horas de luz-escuriddo com luz entre
as 07h00m e as 19h00m) numa dieta convencional 4 FR21
(Mucedola), foram colhidas amostras de sangue em condicdes
de pods-absorcido (desde entre as 08h30m e as 16h30m) a
partir da veia caudal com o auxilio de um cateter ‘Jelco
22G’ (Johnson and Johnson). Verificou-se o0s niveis
plasmidicos de glicose, insulina, triglicéridos,
colesterol, acidos gordos livres e ureia para uma
distribuicdo bem equilibrada de murganhos nos grupos de

tratamento.
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No inicio do tratamento, verificou-se as massas
corporais dos murganhos e foram realizados ajustes para
monitorizar o consumo de agua e comida.

Os murganhos foram tratados duas vezes por dia por via
oral (as 08h30m e as 18h30m) durante 25 dias (experiéncia
I) ou durante 12 dias (experiéncia II) com os compostos de
acordo com a invencaéo, utilizando como compostos de
referéncia rosiglitazona, bezafibrato e fenofibrato
(experiéncia I) ou o composto tal como no exemplo 1
(experiéncia II).

Os compostos foram administrados numa dose equivalente
a 25 mg/kg do composto ST2195 do exemplo 1 de acordo com a
invencdo, em 10 mL/kg de veiculo (1% de CMC que contém 0,5%
de Tween 80 em  HyO desionizada) . Em particular,
administrou-se rosiglitazona numa dose de 5 mg/kg (Lohray
et al., J. Med Chem, 41, 1619-1630, 1998), bezafibrate numa
dose de 24,8 mg/kg e fenofibrate numa dose de 24,7 mg/kg.

Durante a experiéncia, monitorizou-se o0s niveis de
glicose sérica, as conclusdes do teste de tolerédncia oral a
glicose oral (OGTT), diversos pardmetros do estado dos
lipidos e o aumento de peso.

Os compostos de acordo com a invencdo demonstraram ser
capazes de diminuir os niveis de glicose sérica durante a
alimentacdo (quadro 1), durante a pds-absorcdo (guadros 2,
2a, 5 e 5a) e durante condicdes de jejum (quadros 3 e 3a).

Também demonstraram  ser capazes de melhorar a
tolerancia a glicose (quadros 4 e 4a) e de reduzir a
fructosamina, que ¢ um indice da glicosilacdo de proteinas
(quadro 5), a qual, tal como referido antes, desempenha um
papel importante no desenvolvimento de complicacdes

microvasculares e macrovasculares da diabetes.
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Os compostos de acordo com a invencdo também
demonstraram uma boa aptiddo para reduzir os niveis séricos
de triglicéridos; idénticos aos da rosiglitazona e do
fenofibrato (quadros 6 e 6a).

Além disso, ao contradrio da rosiglitazona, 0s
compostos de acordo com a invencdo fizeram aumentar os
niveis de colesterol HDL (quadros 6 e 6a) e proporcionaram
um valor de aumento de peso inferior a da rosiglitazona e
um valor préximo a da induzida pelos fibratos (quadro 7 e
7a) .

Um aumento dos valores de colesterol HDL constitui um
indicador do agonismo de PPARx e uma diminuicdo do risco de
aterosclerose. De facto, o agonismo de PPARa faz aumentar
a oxidacdo dos &cidos gordos nos tecidos, reduzindo assim a
acumulacdo de triglicéridos intracelulares, que favorecem a
resisténcia a insulina (Virkamdki et al., Diabetes, 50,
2337-2343, 2001; Mensink et al., Diabetes, 50, 2545-2554,
2001; Kelley e Goodpaster, Diabetes Care, 24, 933-941,
2001).

Quadro 1 (experiéncia I)

Determinou-se os niveis de glicose no sangue de
murganhos db/db tratados duas vezes por dia por via oral
com o composto, tal como no exemplo 1, com fibratos (em
doses equivalentes a 25 mg/kg do composto, tal como no
exemplo 1) e com rosiglitazona (5 mg/kg), apds 12 dias de
tratamento. As amostras foram colhidas durante a etapa de
alimentacéo, aproximadamente 15 horas apdés o Ultimo

tratamento.
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Valores médios + D.P. e variacdo (%) vs. Controlo

Composto Dose Glicose Variacéo
mg/kg mg/dL %
Controlo 487 = 25
Rosiglitazona 5,0 365 + 64 -25
Bezafibrato 24,8 503 + 21 +3
Fenofibrato 24,7 466 t 8 -4
Exemplo 1 25,0 303 £ 16 A -38

Numero de animais por grupo: 6

Teste t de Student: A indica P < 0,001 vs. controlo

Quadro 2 (experiéncia I)

Determinou-se o8 niveis de glicose no sangue de
murganhos db/db tratados duas vezes por dia por via oral
com o composto, tal como no exemplo 1, com fibratos (em
doses equivalentes a 25 mg/kg do composto, tal como no
exemplo 1) e com rosiglitazona (5 mg/kg), apds 12 dias de
tratamento.

As amostras foram colhidas durante a etapa de pds-
absorcdo (jejum entre as 09h00m e as 17h00m) e 8 horas apds

o ultimo tratamento.

Valores médios + D.P. e variacdo (%) vs. Controlo

Composto Dose Glicose Variacédo
mg/kg mg/dL %
Controlo 414 + 11
Rosiglitazona 5,0 314 + 33 0O -24
Bezafibrato 24,8 421 + 30 +2
Fenofibrato 24,7 409 + 11 -1
Exemplo 1 25,0 216 £ 16 A -48

Numero de animais por grupo: 6
Teste t de Student: O e A indicam P < 0,05 e P < 0,001,

respectivamente, vs. controlo
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Quadro 2a (experiéncia IT)

Determinou-se os niveis de glicose no sangue de
murganhos db/db tratados duas vezes por dia por via oral
com o composto, tal como no exemplo 1 e tal como no exemplo
2 (em doses equivalentes a 25 mg/kg do composto, tal como
no exemplo 1), apds 9 dias de tratamento.

As amostras foram colhidas durante a etapa de pdbs-
absorcdo (jejum entre as 09h00m e as 17h00m) e 8 horas apds

o ultimo tratamento.

Valores médios * D.P. e variacdo (%) vs. Controlo

Composto Dose Glicose Variacado
mg/kg mg/dL %

Controlo 351 £ 23

Exemplo 1 25,0 223 £ 20 A -36

Exemplo 2 24,0 155 £ 21 A -66

Numero de animais por grupo: 6
Teste t de Student: A e A indicam P < 0,01 ¢ P < 0,001,

respectivamente, vs. controlo

Quadro 3 (experiéncia I)

Determinou-se os niveis de glicose no sangue de
murganhos db/db tratados duas vezes por dia por via oral
com o composto, tal como no exemplo 1, com fibratos (em
doses equivalentes a 25 mg/kg do composto, tal como no
exemplo 1) e com rosiglitazona (5 mg/kg), apds 18 dias de
tratamento. As amostras foram colhidas durante a etapa de

jejum durante 18 horas e 6 horas apdés o Ultimo tratamento.

Valores médios * D.P. e variacdo (%) vs. Controlo
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Composto Dose Glicose Variacédo
mg/kg mg/dL %
Controlo 344 + 35
Rosiglitazona 5,0 225 £ 27 1 -35
Bezafibrato 24,8 298 + 21 -13
Fenofibrato 24,7 384 + 20 +12
Exemplo 1 25,0 144 £ 3 A -58

Numero de animais por grupo: 6
Teste t de Student: M e A indicam P < 0,02 e P < 0,01,

respectivamente, vs. controlo

Quadro 3a (experiéncia II)

Determinou-se o0s niveis de glicose no sangue de
murganhos db/db tratados duas vezes por dia por via oral
com o composto, tal como no exemplo 1 e tal como no exemplo
2 (em doses equivalentes a 25 mg/kg do composto, tal como
no exemplo 1), apds 11 dias de tratamento.

As amostras foram colhidas durante a etapa de jejum

durante 18 horas e 5 horas apbds o Gltimo tratamento.

Valores médios * D.P. e variacdo (%) vs. Controlo

Composto Dose Glicose Variacéo
mg/kg mg/dL %

Controlo 248 + 18

Exemplo 1 25,0 158 = 7 A -36

Exemplo 2 24,0 128 £+ 8 A -48

Numero de animais por grupo: 6

Teste t de Student: A indicam P < 0,001 vs. controlo

Quadro 4 (experiéncia I)

Determinou-se a &rea sSob a curva (AUC) para a glicose
nos OGTT ao sangue de murganhos db/db tratados duas vezes

por dia por via oral com o composto, tal como no exemplo 1,
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com fibratos (em doses equivalentes a 25 mg/kg do composto,
tal como no exemplo 1) e com rosiglitazona (5 mg/kg), apdbds
18 dias de tratamento.

Determinou-se os valores de OGTT (glicose a 3g/kg) em
murganhos em jejum durante 18 horas e 5 horas apds o tltimo

tratamento.

Valores médios = D.P. e variacdo (%) vs. Controlo

Composto Dose AUC glicose Variacao
mg/kg a.u. %
Controlo 51182 = 2392
Rosiglitazona 5,0 38174 + 3555 A -25
Bezafibrato 24,8 444776 + 1827 -13
Fenofibrato 24,7 45192 + 1546 -12
Exemplo 1 25,0 24527 + 889 A -52

Numero de animais por grupo: 6
Teste t de Student: A e A indicam P < 0,02 e P < 0,01,

respectivamente, vs. controlo

Quadro 4a (experiéncia IT)

Determinou-se a &rea sSob a curva (AUC) para a glicose
no OGTT ao sangue de murganhos db/db tratados duas vezes
por dia por wvia oral com o composto, tal como no exemplo 1
e tal como no exemplo 2 (em doses equivalentes a 25 mg/kg
do composto, tal como no exemplo 1), apds 11 dias de
tratamento.

Determinou-se os valores de OGTT (glicose a 3g/kg) em
murganhos em jejum durante 18 horas e 5 horas apds o tltimo

tratamento.

Valores médios = D.P. e variacdo (%) vs. Controlo
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Composto Dose AUC glicose Variacéo
mg/kg a.u. %

Controlo 43208 = 2117

Exemplo 1 25,0 25929 £ 1299 A -40

Exemplo 2 24,0 24517 t 2261 A -43

Nimero de animais por grupo: 6

Teste t de Student: A indicam P < 0,001 vs. controlo

Quadro 5 (experiéncia I)

Determinou-se os niveis de glicose e de fructosamina
no plasma em murganhos db/db tratados duas vezes por dia
por via oral com o composto, tal como no exemplo 1, com
fibratos (em doses equivalentes a 25 mg/kg do composto, tal
como no exemplo 1) e com rosiglitazona (5 mg/kg), apds 25
dias de tratamento.

As amostras foram colhidas durante a etapa de pds-
absorcdo (jejum entre as 09h00m e as 16h30m) e 7,5 horas

apdés o ultimo tratamento.

Valores médios = D.P. e variacdo (%) vs. Controlo

Composto Dose Glicose Variacéao Fructosamida Variacéo
mg/kg mg/dL % mM %
Controlo 456 = 45 0,80 £ 0-03
Rosiglitazona 5,0 296 £ 39 -35 0,52 £ 0,12 -35
Bezafibrato 24,8 536 = 22 +18 1,01 + 0,04 A +26
Fenofibrato 24,7 553 + 30 +21 0,92 £ 0,02 A +15
Exemplo 1 25,0 206 £ 8 A -55 0,41 £ 0,04 A -49

Numero de animais por grupo: 6
Teste t de Student: M, A e A indicam P < 0,02, P < 0,01 ¢ P < 0,001,

respectivamente, vs. controlo

Quadro 5a (experiéncia IT)
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Determinou-se o0os niveis de glicose no plasma em
murganhos db/db tratados duas vezes por dia por via oral
com o composto, tal como no exemplo 1 e tal como no exemplo
2 (em doses equivalentes a 25 mg/kg do composto, tal como
no exemplo 1); apds 12 dias de tratamento.

As amostras foram colhidas durante a etapa de pds-
absorcdo (jejum entre as 09h00m e as 16h30m) e 7,5 horas

apdés o ultimo tratamento.

Valores médios = D.P. e variacdo (%) vs. Controlo

Composto Dose Glicose Variacédo
mg/kg mg/dL %

Controlo 576 = 27

Exemplo 1 25,0 356 £ 30 A -38

Exemplo 2 24,0 263 = 30 A -54

Numero de animais por grupo: 6

Teste t de Student: A indica P < 0,001 vs. controlo

Quadro 6 (experiéncia I)

Determinou-se 0s niveis de triglicéridos e de
colesterol HDL no plasma em murganhos db/db tratados duas
vezes por dia por via oral com o composto, tal como no
exemplo 1, com fibratos (em doses equivalentes a 25 mg/kg
do composto, tal como no exemplo 1) e com rosiglitazona (5
mg/kg), apds 25 dias de tratamento.

As amostras foram colhidas durante a etapa de pds-
absorcdo (jejum entre as 09h00m e as 16h30m) e 7,5 horas

apdés o ultimo tratamento.

Valores médios = D.P. e variacdo (%) vs. Controlo
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Composto Dose Glicose Variacéao Fructosamida Variacéo
mg/kg mg/dL % mM %
Controlo 95,4 £+ 7,2 82,0 £ 06,1
Rosiglitazona 5,0 43,7 £ 4,1 A -54 65,4 = 3,6 0O -20
Bezafibrato 24,8 88,3 = 12,7 =7 93,8 + 3,8 +14
Fenofibrato 24,7 66,5 £ 3,5 A -30 96,4 + 4,2 +18
Exemplo 1 25,0 45,3 + 2,3 A -53 98,0 = 3,5 0O +20

Numero de animais por grupo: 6
Teste t de Student: O, A e ¢ indicam P < 0,05, P < 0,01 ¢ P < 0,001,

respectivamente, vs. controlo

Quadro 6a (experiéncia II)

Determinou-se os niveis de triglicéridos e de
colesterol HDL no plasma em murganhos db/db tratados duas
vezes por dia por via oral com o composto, tal como no
exemplo 1 e tal como no exemplo 2 (em doses equivalentes a
25 mg/kg do composto, tal como no exemplo 1); apds 12 dias
de tratamento.

As amostras foram colhidas durante a etapa de pds-
absorcdo (jejum entre as 09h00m e as 16h30m) e 7,5 horas

apdés o ultimo tratamento.

Valores médios + D.P. e variacdo (%) vs. Controlo

Composto Dose Triglicéridos Variacéo coles. HDL Variacéo
mg/kg mg/dL % mg/dL %

Controlo 87,0 = 3,1 86,4 + 2,3

Exemplo 1 25,0 45,1 + 1,4 A -48 123,7 £ 1,9 A +43

Exemplo 2 24,0 48,6 * 2,5 A -44 102,5 = 4,7 A +19

Nimero de animais por grupo: 6
Teste t de Student: A e A indicam P < 0,01 ¢ P < 0,001, respectivamente,

vs. controlo

Quadro 7 (experiéncia I)




50

Massa corporal inicial e final de murganhos db/db
tratados oralmente duas vezes por dia com o composto, tal
como no exemplo 1, e com fibratos (em doses equivalentes a
25 mg/kg do composto, tal como no exemplo 1) e com
rosiglitazona (5 mg/kg), apds 25 dias de tratamento.

Medicdo no estado de pbds-absorcdo (jejum desde as

09h00 e as 16h30m).

Valores médios + D.P. e variacdo (%) vs. controlo

Composto Dose m.c. inicial Variacédo m.c. final Variacao
mg/kg g % g %
Controlo 31,7 £ 0,9 28,3 £ 0,8
Rosiglitazona 5,0 32,6 = 1,4 +3 42,1 + 2,5 A +49
Bezafibrato 24,8 33,7 £ 0,7 +6 35,2 £ 1,3 A +24
Fenofibrato 24,77 33,3 = 0,7 +5 34,5 = 1,0 A +22
Exemplo 1 25,0 32,3 0,3 +2 35,9+ 0,6 A +27

[e)]

Numero de animais por grupo:
Teste t de Student: A e 6 indicam P < 0,01 e P < 0,001, respectivamente,

vs. controlo

Quadro 7a (experiéncia II)

Massa corporal inicial e final de murganhos db/db
tratados oralmente duas vezes por dia com o composto, tal
como no exemplo 1 e como no exemplo 2 (com uma dose
equivalente de 25 mg/kg do composto, tal como no exemplo
1), apds 12 dias de tratamento.

Medicdo no estado de pds-absorcdo (jejum desde as

09h00 e as 16h30m).

Valores médios £ D.P. e variacdo (%) vs. controlo
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Composto Dose m.c. inicial Variacéo m.c. final Variacéo
mg/kg g % g %

Controlo 38,8 =+ 0,7 37,5 £ 0,6

Exemplo 1 25,0 38,6 £ 0,4 -1 40,3 £ 0,8 0O +7

Exemplo 2 24,0 37,8 = 0,5 -3 39,4 + 0,9 +5

Numero de animais por grupo:

g o

Teste t de Student: O indica < 0,05 vs. Controlo

Exemplo 27

Transfeccdo transitdéria de células eucaridticas para

avaliar a actividade agonista dos ligandos de PPAR«

Neste exemplo demonstra-se que os compostos de acordo
com a invencdo também possuem actividade agonista de PPAR«.

A identificacdo de agonistas de PPARa é feita por meio
de pesquisas in vitro, recorrendo a técnicas da biologia
celular.

Os ensaios de transactivacdo em células eucaridticas
fazem com que seja possivel avaliar gquantitativamente a
aptiddo de um ligando hipotético para favorecer a
interaccdo de um factor transcricional com o seu prdprio
elemento de resposta existente num promotor [Sladek R. et
al., na obra: Nuclear Receptors: A Practical Approach,
Oxford Press, pags. 63-68 (1999)].

Uma vez que o receptor a activado do proliferador de
peroxissoma (PPARx) exerce a sua funcdo moduladora
transcricional, ¢é necessaria a sua dimerizacdo com O
receptor do &cido 9-cis-retindico (RXR). O dimero formado
consegue ligar-se ao elemento de resposta do proliferador
de peroxissoma (PPRE) localizado no promotor génico visado,
apenas se for activado pela ©presenca de um ligando
pertencente pelo menos a um dos dois receptores [Berger J.

e Moller D. E., Annu. Rev. Med., 53, 409-35 (2002)1].
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Deste modo, um ensaio de transactivacdo exige a
presenca simultdnea dos componentes seguintes na linhagem
celular pré-seleccionada:

a) uma quantidade suficiente de PPARx;

b) uma quantidade suficiente do receptor do &cido 9-
cis-retindico (RXR);

c) um plasmideo quimérico contendo o gene repdrter
controlado por um PPRE, 1localizado a montante de um
promotor heterdélogo viral. No nosso caso 0 gene repdrter é
cloranfenicol-acetil-transferase (CAT).

Sempre que o0s niveis enddgenos de PPARa e RXR sédo
insuficientes, podem ser aumentados a partir do exterior
mediante a transfeccdo de vectores de expressdo que
contenham os genes dos receptores em causa [Kersten S. e
Wahli W., na obra: Nuclear Receptors: A Practical Approach,
Oxford Press, pégs. 74-76 (1999)].

O plasmideo pCH 110 contém o gene para a B-
galactosidase e ¢ co-transfectado conjuntamente com o gene
repdérter CAT, proporcionando o controlo interno para a
eficiéncia da transfeccdo e para a normalizacdo dos
resultados.

No entanto, utilizando este sistema de transfeccdo e
de gene repdrter, ndo ¢é possivel eliminar totalmente a
interferéncia por receptores enddgenos constitutivamente
expressos pela linhagem celular utilizada.

Assim sendo, recorre-se a um método alternativo que
nos permite contornar o problema da interferéncia pelo
possivel receptor enddgeno.

Neste modelo, pratica-se um ensaio de transactivacédo
em que o vector de expressdo mPPARalLBD/Gal4DBD permite a

sintese pela célula transfectada de uma proteina quimérica,
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em que o dominio de ligacdo do ligando (LBD) de PPARx é
fundido com o dominio de ligacdo do ADN (DBD) do factor de
transcricdo GAL4 de levedura [Luckow B. et al., Nucleic
Acids Res., 15, 5490 (1987)]. Simultaneamente, faz-se a
transfeccdo de um plasmideo (pGS5CAT) que contém 5 cédpias do
local de 1ligacdo de elevada afinidade para GAL4 (também
designado UAS, sequéncia activadora de montante), a
montante do promotor viral Elb fundido com o gene repdrter
CAT [Moya-Camarena S. Y. et al., J. Lipid Res., 40 (8),
1426-33 (1999)]. Este modelo elimina a interferéncia de
eventuais receptores enddbdbgenos.

Isto deve-se ao facto de a activacdo de Elb e a
producdo de CAT ir ocorrer exclusivamente gracas a
interaccdo de GAL4DBRD com o seu préprio elemento de
resposta (UAS). Uma vez que o factor de transcricdo GAL4
ndo é expresso em células eucaridticas, a transactivacédo do
gene repdrter pode ocorrer apenas quando, em consequéncia
da interaccdo de um ligando com o LBD de PPARx, a proteina
quimérica PPARa/GAL4 reconhece a sequéncia de UAS no
plasmideo pGS5CAT. Conjuntamente com o vector de expressdo e
com o vector repdrter, foram também transfectadas células
com o plasmideo pPCH110 gque permite o controlo interno da

eficiéncia da transfeccdo e a normalizacdo dos resultados.

Procedimento experimental

Utilizou-se uma linhagem celular de fibroblastos de
rim de macaco [Elbrecht A. et al., J. Biol. Chem., 274
(12), 7913-22 (1999)]. As células foram co-transfectadas
com o vector repdrter, o plasmideo de expressdo que
codifica a proteina fusdo Gal4DBD/PPARalLBD e o vector de

controlo pCH 110. As células foram expostas a
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concentracdes cada vez maiores dos compostos em estudo e
avaliou-se a actividade de CAT. Como controlo foram

utilizadas células ndo tratadas.

Cultura de células

Foram criados em cultura fibroblastos de rim de macaco
(COS-7), em conformidade com as técnicas habituais de
cultura de células, a 37°C em atmosfera contendo didxido de
carbono na concentracdo de 5% v/v, utilizando o meio de
crescimento DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco),
modificado com bicarbonato de sdédio na concentracdo de 3,7
g/L, L-glutamina 4 mM, glicose na concentracdo de 4,5 g/L,
piruvato de sédio 1 mM e 10% (v/v) de soro fetal de bovino,
na presenca de estreptomicina na concentracdo de 100 pg/mL

e penicilina na concentracdo de 100 U/mL, no volume final.

Transfecgdo transitéria de células COS-7

Efectuou-se a co-transfeccdo das células utilizando o
reagente de transfeccdo FuGENE6 (Roche), constituido por
uma mistura definida de lipidos, capaz de produzir
complexos com ADN e de o transportar para o interior das
células. Vinte e quatro horas antes da transfeccdo, fez-se
uma distribuicdo das células por placas, segundo uma
densidade de 1,2 x 10° células/cavidade, em placas de 12
cavidades, e manteve-se tudo a 37°C em atmosfera contendo
5% de CO; (v/v). Substituiu-se o meio de cultura, isento
de soro, em cada 2 horas antes da transfeccdo e depois
efectuou-se o tratamentos das células com o reagente de
transfeccdo FuGENE6, em conformidade com as instrucgdes
sugeridas pelo fornecedor. Dito de modo abreviado,

acrescentou-se directamente as células a mistura de
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transfeccdo contendo 0,8 ug do vector de expressdo, 1,6 ug
do vector repdrter, 0,8 upg do vector de controlo e 9 ulL do
reagente FuGENE6, por cavidade, na presenca de meio de
cultura isento de soro. Decorridas 5 horas, substituiu-se
o meio de transfeccdo por 1 mL de meio de cultura
completado com soro e antibidéticos na presenca ou na
auséncia das moléculas que se pretendia testar, segundo 3
concentracdes diferentes (2 uM, 20 uM e 100 uM). Como
composto de referéncia de controlo positiva utilizou-se Wy-

14 643 (2 uM), que é um ligando conhecido de PPAR«x.

Preparagdo dos extractos de proteinas celulares e pesquisa

de actividade de CAT

Decorridas 48 horas de incubacdo a 37°C numa atmosfera
contendo 5% de CO; v/v, efectuou-se a lavagem das células
duas vezes com 1 mL de tampdo fosfato (PBS) e efectuou-se a
sua remocdo mecanicamente para fora das cavidades em tampéo
(tris[hidroximetil]aminometano 10 mM a pH 8, &cido etileno-
diaminatetracaético 1 mM a pH 8, cloreto de sédio 0,1 M).
Apds centrifugacdo durante 3 minutos a 1000 r.p.m., as
células foram recolocadas em suspensdo em 65 uL de tampéo
de citdlise (tris-HC1 0,25 ™M a ©pH 8), tendo sido
desmembradas gracas a trés ciclos réapidos de congelacédo-
descongelacédo. Os materiais celulares insoluveis
(residuos) foram removidos por centrifugacdo a 15000 r.p.m.
durante 15 minutos a 4°C e recuperou-se o0 sobrenadante que
foi utilizado para ensaios de pesquisa de actividade de CAT
e de [B-galactosidase.

Os extractos foram guardados a -80°C até virem a ser

analisados depois da adicdo prévia de glicerol (até a
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Q,

concentracdo final de 10% v/v) e de p-mercaptoetanol
(concentracdo final 5 mM) num volume final de 75 uL.

O ensaio para a avaliacdo da actividade de CAT foi
feito recorrendo a uma variante do método descrito por
Sleigh [Sleigh M. J., Annal Biochem., 156 (1), 251-0
(1986)1]. Dito de forma abreviada, acrescentou-se 20 uL de
extracto celular proteico (pré-aquecido a 65°C durante 10
minutos para desactivar a actividade enzimatica de
desacetilacdo interna) a uma solucdo contendo 10 pL de n-
butiril-coenzima A (3,5 mg/mL), 5 uL de [“Cl-cloranfenicol
(0,25 pCi) e 65 pL de Hy;O destilada. Decorridas 2 horas de
incubacdo a 37°C, blogueou-se a reaccdo com 200 pL de uma
solucdo de xileno/2,6,10,14-tetrametil-pentadecano (a 1:2
v/v).

Apbs agitacdo vigorosa e centrifugacdo durante 5
minutos a velocidade méxima, acrescentou-se 150 uL de
sobrenadante a 5 mL de fluido de cintilacdo e analisou-se
com um contador de radiacdo B (cintilador) para se
determinar o contetido em  ['“C]-butiril-cloranfenicol

formado em consequéncia da reaccdo enzimdtica.

Teste para determinar a actividade de B-galactosidase

Como controlo interna para a normalizacédo da
actividade de CAT em relacdo a eficiéncia de transfeccéo,
recorreu-se a actividade de B-galactosidase codificada pelo
gene correspondente no plasmideo pCH 110 co-transfectado.
Mediu-se a actividade de R-galactosidase de acordo com uma
variante do método descrito por Sambrook [Sambrook et al.
na obra: Molecular Cloning, A Laboratory Manual, editado
por Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)]. Dito de

forma abreviada, acrescentou-se 20 L de extractos
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proteicos a 750 uL de tampdo de reaccdo contendo 1 volume
de ONPG (O-nitrofenil-R-D-galactopiranosido) na
concentracdo de 2 mg/mL e 3 volumes de "tampdo Z" (cloreto
de potéassio 10 mM, cloreto de magnésio 1 mM, B-
mercaptoetanol 50 mM e tampdo fosfato). Deixou-se a
reaccdo decorrer a 37°C e interrompeu-se mediante a adicédo
de 200 pL de uma solucdo de carbonato de sédio 1 M, no
momento em que era visivel o aparecimento da coloracéo
amarela tipica. Manteve-se as amostras a incubar durante
10 minutos a temperatura ambiente e depois efectuou-se as
anadalises com o espectrofotdédmetro, medindo a absorvéncia
para o comprimento de onda igual a 420 nm (Agz0) .
Utilizou-se a férmula a seguir indicada para a
normalizacdo dos resultados das analises de CAT

comparativamente com a actividade de R-galactosidase:

cintilagbes por minuto {cpm) na amostra de CAT - cintilagdes por minuto {cpm) da contraprova

unidades de Pp-galactosidase*

A 4o ¥ factor de diluigdo

unidades de B-galactosidase* —

periodo de incubacgdo (minutos)

O quadro 8 apresenta a actividade agonista de PPAR«x
respeitante aos compostos dos exemplos 1, 2, 4, 10, 13 e

18, a titulo exemplificativo.

Quadro 8
Ensaio de transactivacdo mediada por mPPARaLBD/Gal4DBD
em células COS-7. Os resultados sdo expressos em termos de

activacdo do gene repdrter CAT como percentagem do valor
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medido na presenca do composto de referéncia (WY-14643 2

uM), considerado convencionalmente igual a 100%.

Concentracao

Composto

2 uM 20 uM 100 uM
Exemplo 1 44,9% 129, 9% 232,1%
Exemplo 2 69, 7% 103,6% 280, 9%
Exemplo 4 113,1% 284,9% 421%
Exemplo 13 132,3% 199, 3% 203,8%
Exemplo 10 98, 1% 360% 462.7%
Exemplo 18 85% 96,4% 151, 9%

Exemplo 28

Transfecgdo transitéria de células eucaridticas para

avaliar a actividade agonista de ligando de PPARY

Neste exemplo demonstra-se que ha um conjunto de
compostos de acordo com a invencdo gque também possuem
actividade agonista de PPARY.

A identificacdo de agonistas de PPARY é feita por meio
de um ensaio de transactivacdo especifico em células
eucariodticas.

Uma vez que o receptor Y activado do proliferador de

peroxissoma (PPARY) exerce a sua funcdo modeladora
transcricional, ¢é necessaria a sua dimerizacdo com O
receptor do &cido 9-cis-retindico (RXR). O dimero formado
consegue ligar-se ao elemento de resposta do proliferador
de peroxissoma (PPRE), localizado no promotor do gene

visado, apenas se for activado pela presenca de um ligando
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que exista pelo menos num dos dois receptores [Berger J. e
Moller D. E., Annu. Rev. Med., 53,409-35 (2002)71.

Deste modo, um ensaio de transactivacdo especifico
para o) PPARY necessita da ©presencga simultanea dos
componentes seguintes na linhagem celular pré-seleccionada:

a) uma quantidade suficiente de PPARY;

b) uma quantidade suficiente do receptor do &cido 9-
cis-retindico (RXR);

c) um plasmideo quimérico contenha o gene repdérter
controlado por um PPRE, localizado a montante de um
promotor heterdélogo viral. No nosso caso o gene repdrter é
cloranfenicol-acetil-transferase (CAT).

No ensaio de transactivacdo utilizado, as células pré-
seleccionados sdo transfectadas com o vector de expresséo
PSG5 Stop-mPPARgl que permite a sintese do receptor PPARY
pelas células transfectadas. Simultaneamente, faz-se a
transfeccdo de um repdrter plasmidico (pBLCAT2-PPRE) que
contém um elemento de resposta do proliferador de
peroxissoma (PPRE) isolado pelo promotor génico para acil-
CoA-oxidase, a montante do promotor heterdélogo da timidina-
cinase viral (TK) fundida com o gene repdrter CAT. Uma vez
que o0s niveis celulares endbdgenos do receptor RXR sé&o
suficientemente elevados, também nao é necessario
transfectar um vector de expressido especifico para o RXR.
A expressdo do gene que codifica CAT estd sob o controlo do
promotor de TK gque ndo contém nenhum PPER. Assim sendo,
qualgquer aumento dos niveis de CAT ira resultar do aumento
da transcricdo génica dependente da dimerizagdo de PPARY
com RXR e da ligacdo heterodimérica formada com o elemento
de resposta do proliferador de peroxissoma. Conjuntamente

com o vector de expressdo e com O vector repdrter, as
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células também sdo transfectadas com o plasmideo pCH 110
que permite o controlo interno da eficiéncia de transfeccéo

e a normalizacdo dos resultados.

Procedimento experimental

Utilizou-se uma linhagem celular de <fibroblastos
embrionadrios de murganho (NIH-3T3) [Hogan J. C. et al.,
Biochem Biophys Res Commun., 287 (2), 484-92 (2001)]. As
células foram transfectadas com o plasmideo repdbrter, o
plasmideo de expressdo que codifica o receptor PPARY e com
o vector de controlo pCH 110. As células foram expostas a
concentracdes cada vez maiores dos compostos em estudo e
avaliou-se a actividade de CAT. Como controlo foram

utilizadas células ndo tratadas.

Cultura de células

Os fibroblastos embrionadrios de murganho (NIH-3T3)
foram criados em cultura em conformidade com as técnicas
habituais de cultura de células, a 37°C numa atmosfera
contendo 5% /v/v) de didéxido de carbono, utilizando para
tal o meio de crescimento DMEM (meio de Eagle modificado
por Dulbecco), modificado com bicarbonato de sédio na
concentracdo de 3,7 g/L, L-glutamina 4 mM, glicose na
concentracdo de 4,5 g/L, piruvato de sédio 1 mM e 10% (v/v)
de soro fetal de bovino, na presenca de estreptomicina na
concentracdo de 100 pg/mL e penicilina na concentracdo de

100 U/mL, no volume final.

Transfecgdo transitéria de células NIH-3T3
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Efectuou-se a co-transfeccdo das células utilizando o
reagente de transfeccdo FuGENE6 (Roche), Jj& descrito no
exemplo anterior. Vinte e quatro horas antes da
transfeccéo, fez-se uma distribuicdo das células por
placas, segundo uma densidade de 8,0 b 4 10*
células/cavidade, em placas de 12 cavidades, e manteve-se
tudo a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO;, (v/v).
Substituiu-se o meio de cultura, isento de soro, em cada 2
horas antes da transfeccdo e depois efectuou-se o
tratamentos das células com o reagente de transfeccédo
FuGENE6, conforme descrito no exemplo anterior. Decorridas
5 horas, substituiu-se o meio de transfeccdo por 1 mL de
meio de cultura completado com soro e antibidéticos na
presenca ou na auséncia das moléculas que se pretendia

testar, para 3 concentracgdes diferentes (2 uM, 20 uM e 100

uM) . Utilizou-se rosiglitazona, um ligando de PPARY
conhecido, como composto de referéncia de controlo
positiva.

Preparacdo dos extractos de proteinas celulares e pesquisa

de actividade de CAT

Efectuou-se a ©preparacdo dos extractos proteicos
celulares e realizou-se 0 ensaio de pesquisa da actividade

de CAT exactamente conforme descrito no exemplo anterior.

Teste para determinar a actividade de P-galactosidase

Como controlo interna para a normalizacédo da
actividade de CAT em relacdo a eficiéncia de transfeccéo,
recorreu-se a actividade de R-galactosidase codificada pelo

gene correspondente no plasmideo pCH 110 co-transfectado.
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Mediu-se a actividade de R-galactosidase exactamente
conforme descrito no exemplo anterior.

Para a normalizacdo dos resultados da andlise de CAT
em relacdo a actividade de B-galactosidade, utilizou-se a
férmula descrita no exemplo anterior.

O quadro 9 apresenta a actividade agonista de PPARY

para diversos compostos, a titulo exemplificativo.

Quadro 9

Ensaio de transactivacdo mediada por PPARY em células
NIH-3T3.

Os resultados estdo expressos sob a forma de activacéo
do gene repbdrter CAT em percentagem do valor medido na
presenca do composto de referéncia (rosiglitazona 2 uM), a

que se atribui convencionalmente o valor de 100%.

Concentracdao
Composto
2 uM 20 uM 100 uM
Exemplo 2 28, 6% 6l,2% 114, 3%
Exemplo 13 6l, 6% 91, 6% 101%
Exemplo 18 25% 67% 82,2%

Os resultados obtidos, apresentados nos quadros 1 a
7a, mostram que os compostos de acordo com a invencdo s&o
agentes Uteis ©para tratar diabetes e  hiperlipidemia
associada a diabetes, para aumentar os niveis de colesterol
HDL e para evitar e tratar as complicacdes relacionadas com
diabetes e resisténcia a insulina.

As composicdes farmacéuticas para utilizacdo na
presente invencdo contém, enquanto seu ingrediente activo,

pelo menos um composto de fédrmula estrutural (I), gquer por
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si s6 quer em combinacdo com um ou VAarios compostos de
férmula estrutural (I), ou entdo o referido composto ou os
referidos compostos de fédrmula estrutural (I) em combinacéo
com outros ingredientes activos Uteis para tratar doencas
enumeradas na presente invencdo, por exemplo, outros
produtos que possuam actividade capaz de diminuir a glicose
sérica e capazes de diminuir os lipidos séricos; e também
as formas de dosagem separadas ou as formas adequadas para
terapias combinadas. O ingrediente activo de acordo com a
presente invencdo 1ird ser misturado com veiculos e/ou
excipientes adequados vulgarmente utilizados em farméacia,
por exemplo, o0s gque vém descritos na obra "Remington's
Pharmaceutical Sciences Handbook", Ultima edicédo. As
composicdes irdo conter uma quantidade terapeuticamente
eficaz do ingrediente activo. As doses irdo ser decididas
pelo especialista neste dominio, v.g., o médico assistente
ou o médico que preste os cuidados primarios, consoante o
tipo de doenca que ird ser tratada e em funcdo do estado do
paciente, ou concomitantemente com a administracdo de
outros ingredientes activos. A titulo de exemplo, ¢é
possivel indicar dosagens compreendidas entre 0,01 e 400
mg/dia, de preferéncia entre 0,1 e 200 mg/dia.

Como exemplos de composicdes farmacéuticas refere-se
aquelas que permitem a administracdo por via oral ou
parentérica - intravenosa, intramuscular, subcuténea,
transdermal. As composicdes farmacéuticas adequadas para o
efeito sdo seleccionadas entre comprimidos, capsulas duras
ou moles, pds, solucdes, suspensdes, xaropes e formas
s6lidas para preparacdes liquidas preparadas
posteriormente. As composicdes para administracéo

parentérica sdo, por exemplo, todas as formas que possam
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ser injectadas intramuscular, intravenosa e
subcutaneamente, ou que se apresentem como solucodes,
suspensdes ou emulsdes. Também convém mencionar as
formulacdes lipossdmicas. Outras formas sdo os comprimidos
para a libertacdo controlada do ingrediente activo, ou para
administracdo oral, comprimidos revestidos com camadas
adequadas, pbs microencapsulados, complexos com
ciclodextrinas e os artefactos implantéaveis, por exemplo,
os de aplicacdo subcutdnea, tais como os 1implantes ou

injeccdes implantéveis.
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REIVINDICACOES

1. Utilizacdo de compostos de fédrmula estrutural (I):

0]

em que:

0 simbolo R representa um adtomo de H ou um grupo arilo
ou heterocarilo, monociclico, biciclico ou triciclico,
facultativamente substituido com um ou VAarios grupos
halogéneo, nitro, hidroxi, alquilo e alcoxi,
facultativamente substituidos com um ou vVvarios grupos
halogéneo;

0 simbolo n representa um numero entre 0 e 3;

o0 simbolo p representa um numero entre 0 e 1;

0 simbolo X representa um grupo -OH, -O-alquilo (C1-Cy)

cada um dos substituintes R!' e R?, que podem ser
iguais ou diferentes, sédo seleccionados entre: -H,
alquilo(C.:-Cs), -COX;

o substituinte Q ¢é seleccionado entre: NH, 0, S,
-NHC (O) O-, NHC (O) NH-, -NHC (O) S-, -0C (O)NH-, -NHC (S) O-,
-NHC (S)NH- e -C(O)NH-

e o simbolo Y representa S;

e seus sails, misturas racémicas, enantidmeros individuais,
estereoisbdmeros ou 1isdémeros geométricos e tautdmeros
farmaceuticamente aceitéveis, ©para a preparacdo de um
medicamento para a profilaxia e para o tratamento da

hiperglicemia.



2. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o
simbolo R representa um grupo arilo, facultativamente
substituido com um ou varios atomos de halogéneo, alquilo,
alcoxi ou haloalgquilo, o simbolo p representa 1, o simbolo

n representa 0, 1 ou 2 e o substituinte Q é oxigénio.

3. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o
simbolo R representa um grupo arilo substituido com um ou

varios grupos metilo, metoxi, trifluorometilo ou nitro.

4. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o
simbolo R representa um grupo hetercarilo gque contém um
azoto enquanto heteroadtomo, ligado a parte restante da
molécula por meio de todas as posicdes permitidas, o
simbolo p representa 1, o simbolo n representa 0, 1 ou 2 e

o substituinte Q é oxigénio.

5. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que R é

l-indolilo ou l-carbazolilo.

6. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que O
composto é seleccionado entre o conjunto constituido por:

i. 2-[3-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-isobutirato
de metilo (ST2195);

ii. acido 2-[3-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-2-
metil-propandico (ST2518);

iii. 2-[4-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-
isobutirato de metilo (ST1929);

iv. 2-[3-(2-(2,4-diclorofenil) -etoxi)-feniltio] -
isobutirato de metilo (ST2534);



V. 2-[4-(2-(2,4-diclorofenil)-etoxi)-feniltio]-
isobutirato de metilo (ST2531);

vi. 2-[3-(2-(carbazol-9-il)-etoxi)-feniltio]-
isobutirato de metilo (ST2365);

vii. 2-[4-(2-(carbazol-9-il)-etoxi)-feniltio]-
isobutirato de metilo (ST2387);

viii. 2-[4-[2-(1-indolil)-etoxi]-feniltio]-isobutirato
de metilo (ST1983);

ix. 2-[3-[2-(1l-indolil) -etoxi]-feniltio]-isobutirato
de metilo (ST2394);

X. 2-[3-[2-(2-naftil)-etoxi]-feniltio]-isobutirato de
metilo (ST2167);

xi. 2-[4-[2-(2-naftil)-etoxi]-feniltio]-isobutirato de
metilo (ST2011);

xii. &acido 2-[4-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-2-
metil-propandico (ST2505);

xiii. acido 2-[3-(2-(2,4-diclorofenil) -etoxi) -
feniltio]-2-metilpropandico (ST2653);

Xiv. acido 2-[4-(2-(2,4-diclorofenil) -etoxi) -
feniltio]-2-metilpropandico (ST2652);

xv. acido 2-[3-(2-(carbazol-9-il)-etoxi)-feniltio]-2-
metilpropandico (ST2618);

Xvi, acido 2-[4-[2-(1l-indolil)-etoxi]-feniltio]-2-
metilpropandico (ST2622);

xvii. acido 2-[3-[2-(1-indolil)-etoxi]-feniltio]-2-
metilpropandico (ST2651);

xviii. acido 2-[3-[2-(2-naftil)-etoxi]-feniltio]-2-
metil-propandico (ST2609);

xXix. acido 2-[4-[2-(2-naftil)-etoxi]-feniltio]-2-

metilpropandico (ST2036);



XX . 2-[4-[2-(1-(5-metoxi)-indolil)-etoxi]-feniltio]-
isobutirato de metilo (ST2577);

Xx1. 2-[4-[2-(1-(5-benziloxi)-indolil) -etoxi] -
feniltio]-isobutirato de metilo (ST2562);

xxii. 2-[3-[5-(4-nitrofenil)-furfuriloxi]-feniltio]-
isobutirato de metilo (ST2501);

xxiii. acido 2-[4-[2-(1-(5-metoxi)-indolil)-etoxi]-
feniltio]-isobutirico (ST2733);

Xxxiv. &cido 2-[4-[2-(1-(5-benziloxi)-indolil)-etoxi]-
feniltio]-2-metilpropandico (ST2740);

Xxv. acido 2-metil-2-[3-[5-(4-nitrofenil)-furfuriloxi]-

feniltio]-propandico (ST2753).

7. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o
composto é 2-[3-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-

isobutirato de metilo (ST2195).

8. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o
composto é o acido 2-[3-[2-(4-clorofenil)-etoxi]-feniltio]-

2-metil-propandico (ST2518).

9. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, para a
profilaxia e para o tratamento de diabetes, de complicacdes
microvasculares da diabetes e de complicacdes

macrovasculares da diabetes.

10. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, para a
profilaxia e para o tratamento de diabetes de tipo 2,
retinopatia diabética, neuropatia diabética, nefropatia

diabética e vasculopatia periférica.



11. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1 para a
profilaxia e para o tratamento de sindroma X, obesidade e

das diversas formas de resisténcia a insulina.

12. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a

hiperglicemia estéd associada a hiperlipidemia.

13. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o
medicamento se encontra sob a forma de comprimidos,
cépsulas duras ou moles, pds, solucdes, suspensdes,
xaropes, formas sb6lidas para preparacdes liquidas
preparadas posteriormente, emulsdes, formulacdes
lipossdémicas, formas para a libertacdo controlada do

ingrediente activo, comprimidos revestidos com camadas

adequadas, poés microencapsulados, complexos com
ciclodextrinas, artefactos implantéaveis, artefactos
implantaveis subcutéaneos, injeccdes implantaveis ou
implantes.

14. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o
medicamento pode ser administrado por via oral ou

parentérica.

15. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o
composto de fédrmula estrutural (I) estéd presente numa dose

compreendida entre 0,01 mg e 400 mg.

16. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o
composto de fédrmula estrutural (I) estéa presente numa dose
compreendida entre 0,1 mg e 200 mg.

Lisboa, 23/04/2009
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