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A PRESENTE INVENCAO PROPORCIONA UM SAL DE ADICAO ACIDA DE ACIDO 5-
AMINOLEVULINICO (5-ALA) OU DE UM DERIVADO DE 5-ALA (E. G. UM ESTER DE 5-ALA) COM UM
ACIDO QUE POSSUI UM PKA DE CERCA DE 5 OU INFERIOR, DE UM MODO PREFERIDO, CERCA
DE 3 OU INFERIOR, COM A CONDICAO DE O ACIDO SER OUTRO QUE NAO O ACIDO
CLORIDRICO. OS SAIS PARTICULARMENTE PREFERIDOS SAO OS DERIVADOS DE ACIDOS
SELECCIONADOS DO GRUPO COMPREENDENDO ACIDO SULFONICO E SEUS DERIVADOS,
ACIDO BROMIDRICO, ACIDO SULFURICO, ACIDO NITRICO E ACIDO FOSFORICO. OS SAIS DE
ACORDO COM A INVENCAO SAO PARTICULARMENTE ADEQUADOS PARA UTILIZACAO COMO
AGENTES DE FOTOSSENSIBILIZACAO EM DIAGNOSTICO E FOTOQUIMIOTERAPIA DE
DISTURBIOS OU ANOMALIAS DE SUPERFICIES EXTERNAS OU INTERNAS DO CORPO.



DESCRIGAO

“SAIS DE ADICAO ACIDA DE ACIDO 5-AMINOLEVULINICO OU SEUS
DERIVADOS”

Compostos

A presente invencgado refere-se a determinados sais de ésteres
do acido 5-aminolevulinico (ésteres de 5-ALA), sua preparagao e
sua utilizacao, em particular como agentes de
fotossensibilizacdao em fotoguimioterapia ou diagndstico. A
invengao refere-se particularmente a novos sais de ésteres de

5-ALA.

A fotoquimioterapia, ou terapia fotodiné&mica (PDT) como é
também conhecida, ¢é uma técnica para o tratamento de varias
anomalias ou distuUrbios da pele ou outros o6rgaos epiteliais ou
mucosa, especialmente cancros ou lesdes pré-cancerosas, assim
como determinadas lesbdes nao malignas, por exemplo, dgueixas de
pele, tal como psoriase. A fotoquimioterapia envolve a aplicacgao
de agentes de fotossensibilizacgdo (fototerapéuticos) na area do
corpo afectada, seguida por exposicao a 1luz fotoactivadora de
modo a activar os agentes de fotossensibilizacao e converté-los
na forma citotdxica, enquanto as células afectadas sao mortas ou

0 seu potencial proliferativo diminuido.

Sao conhecidos varios agentes de fotossensibilizacao,

incluindo, nomeadamente, os psoralencos, as porfirinas (e. g.



Photofrin®) as clorinas e as ftalocianinas. Estes farmacos

tornam-se tdxicos quando expostos a luz.

De entre os agentes de fotossensibilizacao clinicamente mais
uteis conhecidos na técnica estdo o acido 5-aminolevulinico e
seus derivados, por exemplo ésteres, tal como ésteres de 5-ALA.
Estas sao descritas, por exemplo, nos documentos W091/01727,
W096/28412 e WO02/10120. Até ao presente, estes compostos foram
apenas propostos para utilizacdo clinica na forma dos seus sais
de cloridrato, por exemplo, como ALA-HC1l em Levulans® (disponivel
de Dusa Pharmaceuticals Inc., Wilmington, US), como éster
metilico de ALA e HCl em Metvix® (PhotoCure ASA, Oslo, Noruega) e
como éster hexilico de ALA e HCl em Hexvix® (também PhotoCure

ASA) .

Embora a fotoquimioterapia com ALA e derivados de ALA seja
clinicamente Util no tratamento de uma vasta gama de doencgas
pré-cancerosas e cancerosas, e outros estados, estes compostos

exibem, no entanto, algumas limitag¢des gquando formuladas para

utilizagao como produtos farmacéuticos, e. g., em PDT. Por
exemplo, estes compostos (em particular, ALA e seu sal
cloridrato) tendem a ser instaveis nas formulagdes

farmacéuticas. Em alguns casos, estes compostos podem também ser
associados com problemas relacionados com as suas propriedades
fisico-quimicas, por exemplo, as suas propriedades cristalinas,

solubilidade ou propriedades higroscépicas.

Deste modo, existe uma necessidade para agentes
fototerapéuticos alternativos. Em particular, existe uma
necessidade para estes agentes dque sao melhores produtos

farmacéuticos, por exemplo, agentes fototerapéuticos gque possuem
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propriedades fisico-quimicas melhoradas (e. g., que sao mais
estaveis, menos higroscdpicos, etc.) em comparagao com 0S
conhecidos na técnica. E também desejdvel que estes agentes
devam apresentar eficdcia equivalente ou, de um modo preferido,
melhorada (i. e., um efeito fotoaminoterapéutico equivalente ou
melhorado) sobre os fotossensibilizadores conhecidos quando

utilizados em PDT.

Surpreendentemente, verificou-se agora que determinados sais
de ésteres de acido 5-aminolevulinico ©possuem propriedades
desejadas para utilizacao em formulagdes farmacéuticas (e. g.
formulagdes para utilizacdo em fotoquimioterapia) e que varios
destes sais melhoraram as propriedades relativas aos compostos
de ALA conhecidos e wutilizados na técnica. Especificamente,
verificou-se que sais de adigdo de acido de determinados ésteres
de ALA com um acido que é um &acido sulfdnico ou um derivado do
acido sulfdénico sdo particularmente adequados para utilizacao em
formulagdes farmacéuticas, e. g., formulagdes para utilizagao em
fotoquimioterapia. Verificou-se agora, por exemplo, dque estes
compostos possuiam propriedades fisico-quimicas melhoradas, tais
como estabilidade melhorada (e. g., menor higroscopicidade), em
comparagao com compostos de ALA conhecidos. Verificou-se também
que alguns destes compostos apresentaram eficacia melhorada (1.
e. um efeito fotoaminoterapéutico melhorado) sobre compostos de
ALA que estao presentemente em utilizagdo clinica, por exemplo
em relagao com os sais cloridrato de ALA correspondentes e de

ésteres de ALA.

Deste modo, wvista por um aspecto, a invengao proporciona um
sal de adigdo de acido de um éster de 4acido 5-aminolevulinico

(éster de 5-ALA) com um acido que é um 4&acido sulfdnico ou um
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derivado de acido sulfénico, em que o referido éster de 5-ALA é

um composto de férmula X:

R?,N-CH,COCH,-CH,CO-0OR! (X)

(em que R representa um grupo alquilo Ci¢ de cadeia linear nao

substituido;

R? representa cada, independentemente, um dtomo de hidrogénio ou
um grupo alquilo de cadeia 1linear, ramificada ou ciclico
opcionalmente substituido, contendo até 20 atomos de carbono que
podem ser opcionalmente interrompidos com um ou mais grupos -0-,
-NR’-, -S- ou PR’-; e R3 & um 4&tomo de hidrogénio ou um grupo

alquilo Ci¢.

De um modo preferido, os sais de adigdo de acido de acordo
com a invengdo sado farmaceuticamente aceitdveis. Deste modo, é
preferido que os acidos a partir dos quais os sais da invencao

sdo derivados sejam eles proéprios farmaceuticamente aceitaveis.

Num outro aspecto a invencado também proporciona estes
compostos (i. e., sais de adicao de 4acido) para utilizagao como
produtos farmacéuticos, e. g., produtos farmacéuticos para

utilizagdo em fotoquimioterapia ou diagndstico.

Como aqui utilizados, os termos *“acido 5-aminolevulinico”,
“ALA" e "5-ALA"” sao wutilizados indiferentemente e incluem o
acido 5-amino-4-oxopentandico. Os ésteres de 5-ALA sao
geralmente conhecidos e descritos na técnica anterior, e. g.,
nos documentos W096/28412 e W0O02/10120, sendo todos os conteudos

aqui incorporados por referéncia. 0Os ésteres preferidos de 5-ALA
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para utilizacdo na invencdo sao os ésteres de compostos de 5-ALA

em gue O grupo 5-amino nao é substituido

Como aqui wutilizado, o termo “acido sulfdénico” pretende
incluir qualquer composto organico contendo, pelo menos, um
grupo -SOs3H. De um modo preferido, isto pode compreender 1, 2 ou
3 grupos -SO3H, de um modo muito preferido 1 ou 2, e. g., 1.
Quando wutilizado em relacdao com o acido sulfédénico, o termo
“derivados” pretende incluir qualgquer destes compostos contendo
pelo menos um (de um modo preferido, 1, 2 ou 3, de um modo muito
preferido, 1 ou 2, e. g., 1) grupo -S03X {(em que X & um catiao
fisiologicamente toleravel, tal como um catido de sdédio, calcio,

potdssio, magnésio ou meglumina).

Os salis de acordo com a invengao serao tipicamente derivados
do éster de ALA e de um acido mono-prdético, e. g., um acido
sulfdénico, tal como &acido metanossulfodénico, formando deste modo
um sal 1:1. Alternativamente, os sais podem ser formados entre o
éster de ALA e um di- ou tri-prdético, e. g., um acido sulfdnico
tal como &acido etano-1,2-dissulfdnico. No caso em que é
utilizado um &acido possuindo mais do que um protdo acidico, o
composto resultante pode ter uma proporgao estequiométrica que
nao 1:1, por exemplo 2:1 (éster de ALA:acido) ou 3:1 (éster de
ALA:acido) ou pode compreender uma mistura de sais possuindo
varios niveis de estequiometria. Os 4acidos poliprdéticos séo
também capazes de formar outros sais com o éster de ALA. Além
disso, os 4&cidos polipréticos podem também formar outros sais,
e. g., sais 1:1, com os ésteres de ALA na forma de sais com
outras bases fisiologicamente aceitaveis, tais como hidrdéxido de

sdédio, hidrdéxido de calcio, hidrédéxido de potéassio e meglumina.



De um modo mais preferido, a presente a presente invencgao

proporciona compostos de fdérmula I:

0]
2 @
Ry-N 1
H COOR
0
R——Isl—oe (1)
0]

(em que
R é um atomo de hidrogénio ou um grupo alquilo C; .,y opcionalmente
substituido ou um grupo arilo até 20 atomos de carbono; e R! e R?

sao como anteriormente aqui definido.

Como aqui utilizado, salvo indicacgdo em contrario, o termo
“alguilo” inclui qualquer grupo hidrocarboneto de cadeia longa
ou curta, de cadeia 1linear, ramificada ou alifdtica ciclica,
saturada ou insaturada. Opcionalmente, este grupo pode ser
substituido (e. g., mono- ou poli-substituido), por exemplo, com
grupos hidroxilo, alcoxilo, aciloxilo, nitro,
alcoxilocarboniloxilo, amino, arilo, oxo, halo (e. g., fluoro ou
cloro), -SR?, -NR’, ou -PR’, (em que R’ & como anteriormente aqui
definido). Os grupos alquilo insaturados podem ser mono- ou

poli-insaturados e incluem ambos os grupos alcenilo e alcinilo.

Os compostos preferidos de acordo com a invengao sao os de
férmula I, em gque R é um grupo alquilo opcionalmente substituido
(i. e. mono- ou poli-substituido), linear, ramificado ou ciclico

(e. g. mono- ou biciclico, ligado em ponte ou nao ligado em



ponte) que pode conter até 20 atomos de carbono, ou um grupo
arilo opcionalmente substituido (1. e., mono- ou
poli-substituido) que, de um modo preferido, contém até 20
atomos de carbono. Os substituintes preferidos que podem estar
presentes no grupo R incluem alquilo Ci;4 (e. g., metilo),
hidroxilo, alcoxilo, aciloxilo, nitro, alcoxilocarboniloxilo,

amino, arilo, oxo e halo (e. g., fluoro ou cloro).

Em geral, os sais de acordo com a invengao gue sao formados
entre o éster de ALA e um composto de acido sulfédnico
compreendem uma Unica unidade de 4acido sulfdénico, 1i. e., um
acido mono-prdético. No entanto, Ccomo notado acima, sao
contemplados os compostos possuindo mais do que uma unidade de
acido sulfdénico (e. g., 2 ou 3 destes grupos) no ambito da
invencao. Outros substituintes que podem estar presentes no
grupo R incluem, deste modo, um ou mais grupos, de um modo
preferido, um grupo -S0,0H, -30,0X (em gque X é como anteriormente
aqui definido) ou -S0,;0°. 0Os exemplos representativos de &cidos
dissulfdénicos que podem ser utilizados para preparar os sais de
acordo com a invencdo incluem o acido etano-1,2-dissulfdnico e

dcido naftaleno-1,5-dissulfdnico.

No caso do grupo R, o0s grupos algquilo preferidos podem
conter até 20 mas, de um modo preferido, até 15, e. g., até 12
atomos de carbono. No entanto, os grupos alquilo contendo até
10, e. g., até 5, de um modo mais preferido, 1, 2 ou 3 atomos de
carbono sao preferidos. Em particular, sao preferidos os grupos
alquilo 1lineares possuindo até 10 atomos de carbono, e. g.,
grupos metilo, etilo ou propilo. Embora estes grupos possam ser
substituidos ou nao substituidos, de um modo preferido, estes

serao nao substituidos.



No caso do grupo R, o0s grupos arilo preferidos incluem
grupos fenilo ou naftilo opcionalmente substituidos. De um modo
preferido, o grupo arilo é substituido, por exemplo, com um ou
mais (e. g., com um, dois ou trés) substituintes que podem
incluir grupos alquilo Ci4 (de um modo preferido, alquilo Cp_g,
e. g., metilo), grupos alcoxilo (e. g., metoxilo), nitro, halo
(e. g., fluoro ou cloro), -S03H, -S03X (em que X €& como
anteriormente aqui definido), -S0,0° ou trifluorometilo. Os
exemplos representativos de grupos arilo incluem tolueno (e. g.,
p-tolueno), benzeno, naftaleno e naftalenossulfonato (e. g.,

2-naftalenossulfonato).

No caso de R?, 0os grupos alguilo sao aqueles contendo até
20, e. g., até 10 4&tomos de carbono. Em particular, os
hidrocarbonetos saturados possuindo até 10 atomos de carbono séao
preferidos, e. g., grupos hexilo, heptilo ou octilo. Os alquilos
inferiores, tais como metilo, etilo e propilo podem ser, no
entanto, alternativamente utilizados. Os grupos alquilo
adequados podem ser lineares ou ramificados. Os exemplos
representativos de grupos alquilo ramificados adequados incluem
2-metilpentilo e 4-metilpentilo. Geralmente, sao preferidos

grupos alquilo lineares, nao ramificados.

Os grupos alquilo substituidos podem ser mono ou

poli-substituidos. Deste modo, o0s grupos R? adequados incluem,

por exemplo, alquilo nao substituido, alcoxiloalquilo,
hidroxialcoxiloalquilo, poli-hidroxialquilo, hidroxi-
polialquiloeneoxialquilo, oxalquilo, polioxalquilo e
semelhantes.



Os grupos R? alquilo substituidos representativos incluem
grupos alcoximetilo, alcoxietilo e alcoxipropilo ou grupos
aciloximetilo, aciloxietilo e aciloxipropilo, e. g.

pivaloiloximetilo.

Os compostos preferidos de acordo com a invengao incluem os

de férmula I, em que R’

representa um grupo alquilo nao
substituido ou um grupo alquilo substituido com arilo (e. g., um
grupo benzilo), em que o proéprio grupo arilo pode também ser
substituido como aqui descrito. Especialmente, R' é um grupo
alquilo C; ou C¢. Particularmente, de um modo preferido, estes

1

compostos sao sais de ésteres de ALA, i. e., R é como descrito

. . 2 ~ .
acima, e no N-terminal ambos os grupos R sao atomos de

hidrogénio

Os compostos particularmente preferidos de acordo com a
, ~ - . 1
invengao sao os compostos de formula I, em gque R representa um
grupo alquilo Ci¢ nao substituido e/ou cada R? representa um

atomo de hidrogénio.

Os compostos mais preferidos de acordo com a invengao sao oS
salis de acido sulfdénico ou os sais derivados do acido sulfdnico

de éster metilico de ALA, éster hexilico de ALA.

Os compostos especialmente preferidos da invengao incluem os
sais de adicdo de acido de ésteres de ALA com um acido sulfédnico

seleccionado do seguinte:

Acido naftaleno-1,5-dissulfénico,
acido etano-1,2-dissulfdnico,

dacido cicléamico,



dacido p-toluenossulfénico,

acido metanossulfdnico,

acido dodecilsulfénico,

acido naftaleno-2-sulfdnico,
acido benzenossulfdnico,

acido 2-hidroxi-etanossulfdnico,
acido etanossulfdnico, e

acido (+)-canfor-10-sulfdénico.

Os sails derivados de acido metanossulfdnico, acido
benzenossulfénico e acido p-toluenossulfdénico sdo especialmente

preferidos.

Os exemplos particularmente preferidos de compostos incluem:

S-amino-4-oxopentancatotoluenossulfonato de hexilo;
S-amino-4-oxopentancatotoluenossulfonato de metilo;
S-amino-4-oxopentancatometanossulfonato de hexilo;

S5-amino-4-oxopentancatometanossulfonato de metilo;

Os compostos da i1nvengao ou para utilizagao na invengao
podem ser preparados utilizando processos convencionais e
procedimentos bem conhecidos na técnica para a formulagao de

sal.

Os materiais de partida para a preparacgao de sais de acordo
com a 1invencado incluem ésteres de ALA gque podem reagir com um
acido, tal Como um acido sulfénico, e. g., acido

p-toluenossulfdénico, acido metanossulfdnico, etc.
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Pode, deste modo, verificar-se gque a invengao proporciona um
processo para preparar os compostos da invengdo, compreendendo o
referido processo a reacgao de um éster de ALA com um acido

sulfdénico ou derivado de acido sulfdnico.

Alternativamente, de modo a preparar um sal de um éster de
ALA de acordo com a invengao, pode ser utilizada uma reacgao num
vaso que envolve a reacgao de acido 5-aminolevulinico, ou um seu
derivado esterificavel, com um alcanol ou um seu derivado
formador de éster (e. g., com um alcanol) na presenga de um
acido sulfénico ou derivado de 4acido sulfédénico. Este processo

forma um outro aspecto da invencgao.

Mais particularmente, este aspecto da invengao proporciona
um processo para a preparagao de um sal de adicdo de acido como
aqui descrito anteriormente (e. g. um composto de fdérmula 1I),
compreendendo o referido processo o passo de fazer reagir um

composto de férmula IT1:

R,’N-CH,;COCH,~CH,COY (I1)
(em que
Y representa um grupo de saida, por exemplo, um grupo hidroxilo,
um atomo de halogénio ou grupo alcoxilo, ou COY representa um
grupo de anidrido dcido e R’ é como anteriormente aqui definido)

com um composto de férmula III:

R'-0OH (III)
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1 . . . . .
(em que R €& como anteriormente aqui definido) na presenga de um
acido como anteriormente aqui definido, e. g., um acido

sulfénico de foérmula IV:

R-5S0,0H (IV)

(em gque R é como aqui definido anteriormente)

Estas reacgdes podem convenientemente ser efectuadas num
solvente ou mistura de solventes, tais como 4&gua, acetona,
metanol, etanol ou tetra-hidrofurano etc., de um modo preferido,
agua a temperaturas até 100 °C, de um modo preferido a
temperatura ambiente. As condigbdes para as reacgdes dependerao
dos reagentes utilizados e as condigdes podem ser seleccionadas

de modo a que seja obtido o rendimento maximo de sal.

Os compostos da i1invencao podem também ser preparados a
partir dos sais cloridrato correspondentes, por exemplo,
utilizando métodos de permuta idénica ou através de um método
“sal de prata” como delineado a seguir. Estes métodos formam

outros aspectos da presente invencgao.

0O método de permuta idnica envolve tipicamente um primeiro
passo de passar uma solucao contendo um sal cloridrato do éster
de ALA através de uma coluna de permuta 1idénica e um segundo
passo de adicao do eluato da coluna numa solugaoc de um acido (e.
g. um acido sulfénico). Qualguer resina de permuta idnica capaz
de trocar Cl por um aniao basico (e. g., um ido hidrdéxido) pode
ser utilizada. Os permutadores de ides adequados incluem resinas
de troca anidnica fortemente Dbasicas (e. g., Dowex® 11,

Amberlyst® A26 (OH) e semelhantes). Neste método os ides cloro do
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sal cloridrato do éster de ALA sdo trocados por 1des basicos
(e. g., hidréxido) durante a passagem através da coluna. Isto
proporciona a base livre que é entdo neutralizada com um &acido
sulfénico ou derivado de &cido sulfdnico, formando deste modo,
simultaneamente, o sal de adicdo de 4acido sulfdénico do éster de

ALA correspondente.

Deste modo, considerando outro aspecto, a invencao
proporciona um processo para a preparacgao de um sal de adicao de
acido de acordo com a invengao (e. g., um composto de férmula

I), compreendendo o referido processo:

(i) o contacto de uma solugao compreendendo um composto da
férmula C1 R%N'H-CH,COCH,CH,CO,R' em que R' e R? sdo como
anteriormente aqui definido com uma resina basica de permuta

idénica

(ii) opcionalmente remover a referida resina; e

(iii) mistura da solugao resultante com uma solugao
compreendendo um Acido sulfdénico ou um derivado de acido
sulfénico (e. g., um composto da férmula RSOs3H ou RSO3X em que R

e X sao como anteriormente aqui definido).

No método de sal de prata um sal cloridrato de éster de ALA
é feito reagir com o sal de prata de um acido sulfdnico ou
derivado de &acido sulfdnico num solvente em gque AgCl é insoluvel
(e. g., agua). 0Os exemplos de sais de prata adequados incluem
metanossulfonato de prata, p-toluenossulfonato de prata,

benzenossulfonato de prata, etc.
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Neste método, a prata pode ser substituida por qualquer
outro catiao que forme um composto insoltvel com 1id6es cloreto
num solvente em que o sal cloridrato do éster de ALA e o sal de
adicdo de 4acido apropriado (e. g., sal de acido sulfdénico) sao
pelo menos, parcialmente, (e. g¢g., substancialmente) soluveis.
Por exemplo, um sal cloridrato de éster de ALA pode ser feito
reagir com o sal de sdédio, potassio, cdlcio ou magnésio de um
acido sulfdénico num solvente em que NaCl/KCl/CaCl,/MgCl, ¢é

insolavel (e. g., solventes orgadnicos nado aguosos).

Deste modo, considerando outro aspecto, a invengao
proporciona um processo para a preparagao de um composto de
acordo com a invencadao (e. g., um composto de férmula 1),

compreendendo o referido processo:

(i) fazer reagir um  composto da féormula C1 R%N+H-
CH,COCH,CH,COO,R' em que R' e R? sdo como anteriormente aqui
definido com um sal de prata de um acido sulfdénico ou um
derivado de acido sulfénico (e. g., um composto da fédrmula RSOszAg
em que R é como anteriormente aqui definido) num solvente em que

AgCl é substancialmente insoltvel; e

(ii) opcionalmente separar AgCl do sal resultante (e. g.,

sal de acido sulfdnico).

Os compostos utilizados como materiais de partida sao bem
conhecidos da literatura e, em muitos casos, estao
comercialmente disponiveis ou podem ser obtidos wutilizando
métodos conhecidos per se. ALA, por exemplo, esta disponivel na

Sigma. Os métodos para a preparagao de ésteres de ALA séao
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descritos, por exemplo, nos documentos W096/28412 e wW002/10120,

cujos conteudos sao aqui incorporados por referéncia.

Alguns exemplos de sails cloridrato bem conhecidos na técnica
anterior e adequados para utilizacao como materiais de partida
para a sintese de sais de acido sulfdénico de acordo com a
presente invencgao incluem: éster metilico de ALA e HCl, éster

hexilico de ALA e HC1l, etc.

Como acima mencionado, os compostos da 1invengao e para

utilizagao de acordo com a 1invengao possuem propriedades

farmacoldégicas valiosas, nomeadamente como indutores de
porfirinas intracelulares com propriedades de
fotossensibilizacgao que 0s tornam ateis como agentes
fotoaminoterapéuticos. No entanto, os compostos da invengao

possuem varias vantagens sobre os conhecidos sais de ALA e de
ésteres de ALA, e. g., o0s sais cloridrato. Em promeiro lugar, os
compostos da invencdo sdo geralmente mais estaveis e menos
higroscépicos; 1isto tem a vantagem de armazenamento de longo
prazo de ©preparagdes farmacéuticas sem qgualgquer degradacgao
significativa da substdncia activa que pode levar a perda de
eficdcia. Em segundo lugar, verificou-se surpreendentemente gque
0os sals de adicdo de &cido da invengdo possuiam propriedades
melhoradas de fotossensibilizacao; os niveis de fluorescéncia
apdés administracdo dos sais de acido sulfdénico sao superiores

aos correspondentes sais cloridrato.

Um outro aspecto da presente 1invencao consequentemente
proporciona uma composicao farmacéutica compreendendo um sal de
adicdo de acido da invencgao, em conjunto com, pelo menos, um

veiculo ou excipiente farmacéutico
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Num outro aspecto, é proporcionada uma composicgao
farmacéutica, como aqui anteriormente descrito, para utilizacéao

como um medicamento, e. g., em fotoquimioterapia ou diagndstico.

Ainda num outro aspecto, é também proporcionada a utilizacéao
de um sal de adigao de acido da invengdo para a preparacgao de um
agente terapéutico para utilizagao em fotogquimioterapia e
especialmente para o tratamento de disturbios ou anomalias de
superficie externa ou interna do corpo gue sao responsivas a

fotoquimioterapia.

As anomalias e disturbios gue podem ser tratados de acordo
com a presente invencao incluem quaisquer anomalias malignas,
pré-malignas e nao malignas ou disturbios responsivos a
fotoquimioterapia, e. g., carcinoma de células basais (bcc),
tumores ou outros crescimentos, distirbios de pele, tais como
psoriase ou queratoses actinicas e acne, abrasbes de pele, e
outras doengas ou infecgdes e. g., 1infecgdes bacterianas, virais
ou fungicas, por exemplo, infecg¢des por virus Herpes. A invencéao
é particularmente adequada ao tratamento de doencas, disturbios
ou anomalias quando sao formadas lesbes discretas em dque essas
composicgdes podem ser directamente aplicadas (lesbes ¢é aqui

utilizados em senso lato que inclui tumores e semelhantes).

As superficies interna e externa do corpo gque podem ser
tratadas de acordo com a invengao incluem a pele e todas as
outras superficies epiteliais e serosas, incluindo, por exemplo
mucosa, (oF:] revestimentos de 6rgaos e. g., (oF:] tractos
respiratério, gastrointestinal e genito-urinario, e glandulas

com ductos que desembocam nestas superficies (e. g., figado,

16



foliculos de pelo com glédndulas sebaceas, glandulas mamarias,
gladndulas salivares e vesiculas seminais). Adicionalmente a
pele, estas superficies incluem, por exemplo, o revestimento da
vagina, o endométrio e o urotélio. Estas superficies podem
também incluir cavidades formadas no corpo apds excisao de
tecido doente ou canceroso e. g., cavidades cerebrais apods a

excisao de tumores tal como gliomas.

As superficies exemplificativas incluem, deste modo: (i)
pele e conjuntivo; (1i) o revestimento da Dboca, faringe,

esdéfago, estdbmago, intestinos e apéndices intestinais, recto e

canal anal; (iii) o revestimento das passagens nasais, sinus
nasal, nasofaringe, traqueia, brbdnquios e bronquiolos; (iv) o
revestimento dos ureteres, bexiga urinaria e uretra; (v) o

revestimento da vagina, cérvice uterino e utero; (vi) a pleura
parietal e visceral; (vii) o} revestimento das cavidades
peritoneal e pélvica, e a superficie dos o6rgaos contidos nestas
cavidades; (viii) a dura mater e meninges; (ix) quaisquer
tumores em tecidos sdlidos que podem ser tornados acessivels a
luz fotoactivadora e. g., seja directamente, na altura da

cirurgia ou via uma fibra o6ptica inserida através de uma agulha.

As composigdes da invencgao podem ser formuladas de qualquer
forma convencional com um ou mais veiculos ou excipientes
fisiologicamente aceitaveis, de acordo com técnicas bem
conhecidas na técnica. Quando apropriado, o©s compostos ou
composigdes de acordo com a invengao sao esterilizadas, e. g.,
por radiagao Yy, autoclavagem ou esterilizagao por calor, antes
ou depois da adigdo de um veiculo ou excipiente gquando este esta

presente, para proporcionar formulagdes estéreis.
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As composigdes podem ser administradas topicamente,
oralmente ou sistemicamente. Sao preferidas composigdes tdpicas,
e incluem géis, cremes, unguentos, aspersdes, logdes, salvas,
batons, sabdes, pds, pessarios, aerossdis, gotas, solugdes e
qualquer das outras formas farmacéuticas convencionais na

técnica.

Os unguentos, géis e cremes podem, por exemplo, ser
formulados com uma base agquosa ou oleosa com a adigcao de agentes
adequados de espessamento e/ou gelificacgdo. As logbes podem ser
formuladas com uma base aquosa ou oleosa e podem, em geral,
também conter um ou mais agentes emulsificantes, dispersantes,
de suspensao, espessantes ou corantes. 0Os pds podem ser formados
com o auxilio de qualquer pd base adequado. Podem ser formuladas
gotas e solugbes com uma base aguosa ou nao aquosa também
compreendendo um ou mails agentes dispersantes, solubilizantes ou
de suspensao. As aspersbes de aerossol sao convenientemente
distribuidas em embalagens pressurizadas, com a utilizacao de um

propulsor adequado.

Alternativamente, as composigdes podem ser proporcionadas
numa forma adaptada para administracadao oral ou parentérica, por
exemplo, por injecg¢do intradérmica, subcutdnea, intraperitoneal
ou 1intravenosa. As formas farmacéuticas alternativas incluem,
deste modo, comprimidos simples ou revestidos, capsulas,
suspensdes e solugdes contendo o componente activo opcionalmente

em conjunto com um ou mais veiculos convencionais inertes e/ou

diluentes, e. g., com amido de milho, lactose, sacarose,
celulose microcristalina, estearato de magnésio,
polivinilpirrolidona, éacido c¢itrico, acido tartarico, agua,
agua/etanol, agua/glicerol, agua/sorbitol,
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agua/polietilenoglicol, propilenoglicol, alcool estearilico,
carboximetilocelulose ou substancias gordas, talis como gordura

dura ou suas misturas adequadas.

As composigdes podem adicionalmente incluir agentes
lubrificantes, agentes de humedecimento, agentes de
emulsificagao, agentes de suspensao, agentes de conservacgao,
agentes adogcantes, agentes aromatizantes, melhoradores de
adsorcao, e. ¢g., agentes de ©penetracdao de superficie como
mencionado a seguir, e semelhantes. As composigdes da invencgao
podem ser formuladas de modo a proporcionar libertacdo rapida,
sustida ou retardada do ingrediente activo apds administracdao ao
doente empregando de procedimentos bem conhecidos na técnica. Os
agentes de solubilizacdo e/ou estabilizacdo podem também ser
utilizados, e. g., ciclodextrinas (CD) o B, \ e
HP-ciclodextrina. As composigdes podem ser em qualquer forma de
dosagem apropriada, por exemplo, como uma emulsaoc ou em
lipossomas, niossomas, microsferas, nanoparticulas ou
semelhantes. O composto da invengao pode entao ser absorvido

por, incorporado em ou ligado a estas formas.

A concentracao dos compostos da invengao nas composigdes,
depende da natureza do composto, da composigao, modo de
administracao, do estado a ser tratado e o doente e pode ser
variada ou ajustada de acordo com a selecgao. Geralmente, no
entanto, os intervalos de concentracao de 0,01 a 50%, e. g.,
0,05 a 20%, e. g., 1-100 (p/p) s&ao adequados. Para aplicagbes
terapéuticas verificou-se que o0s intervalos de concentragao de
0,1 a 50% eram adequados, e. g., 0,2 a 30% (p/p). As doses podem

ser utilizadas gquando os compostos sao altamente lipofilicos,
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e. g., num intervalo de concentracaoc de 0,01 a 10%, e. g., 0,02

a 10 (p/p).

A administracao toépica a sitios inacessiveis pode ser
conseguida por técnicas conhecidas na técnica, e. g. pela
utilizagao de cateteres ou outros sistemas de distribuicgao de

farmacos apropriado.

Apds administracdo na superficie, a area tratada é exposta a
luz para conseguir o efeito fotoquimioterapéutico. O tempo apds
a administragdo, em que a exposicdo a luz ocorre dependera da
natureza da composicgao, do estado a ser tratado e da forma de
administracao. Isto pode de um modo geral estar na ordem de 0,5

a 48 horas, e. g. 1 a 10 horas.

A irradiagédo sera, em geral, aplicada a um nivel de dose de

40 a 200 Joules/cm?, por exemplo, a 100 Joules/cm®.

O comprimento de onda da luz utilizada para irradiacao pode
ser seleccionado para conseguir um efeito fotoquimioterapéutico
eficaz. A 1irradiagao com luz Dbranca, particularmente luz
possuindo comprimentos de onda no intervalo de 300-800 nm, por
exemplo, verificou-se gque no intervalo de 500-700 nm era eficaz.
Pode ser particularmente importante incluir os comprimentos de

onda 630 e 690 nm.

Os sailis de adigdo de acido da invencao podem ser utilizados
num método de tratamento fotoquimioterapéutico de disturbios ou
anomalias das superficies externas ou internas do corpo,
compreendendo a administracao as superficies afectadas, de um

sal de adicdo de &cido ou composigdo como agqui anteriormente
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definido, e a exposicdo das referidas superficies a luz (e. g.
luz branca), de um modo preferido a luz na regidao do comprimento
de onda 300-800 nm (e. g., luz azul na regiao do comprimento de
onda de 380-440 nm). Alternativamente, pode ser utilizada luz na

regiao do comprimento de onda de 500-700 nm.

Os métodos para irradiacdo de diferentes areas do corpo,
e. g., por lémpadas ou lasers sao bem conhecidos na técnica
(ver, por exemplo, Van den Bergh, Chemistry in Britain, Maio de
1986 p. 430-439). Para regides inacessiveis 1isto pode ser

convenientemente conseguido utilizando fibras opticas.

Os compostos da 1nvengao podem @ ser formulados e/ou
administradas com outros agentes de fotossensibilizagao, por
exemplo, Photofrin®, ou com outros componentes activos que podem
melhorar o efeito fotoaminoterapéutico. Por exemplo, o0s agentes
guelantes podem ser beneficamente incluidos de modo a estimular
a acumulagao do potente fotossensibilizador protoporfirina IX
(Pp); a quelagao do ferro pelos agentes qguelantes evita a sua
incorporagao na Pp para formar o hemo pela acgao da enzima
ferroquelatase, levando deste modo a construgdo de Pp. Desta

forma, o efeito de fotossensibilizac¢dao é melhorado.

Os agentes de quelacao do acido aminopolicarboxilico sao
particularmente adequados para utilizagao nesta perspectiva,
incluindo qualquer dos quelantes descritos na literatura para a
destoxificagdo metalico ou para a gquelagdo dos 1ibdes metalicos
paramagnéticos em agentes de contraste para imagiologia de
ressonédncia magnética. Pode ser feita mengdo particular ao EDTA,
CDTA (acido ciclo-hexanodiaminatetraacético), DTPA e DOTA e

derivados bem conhecidos/seus andlogos. O EDTA é preferido. Para
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consegulir o efeito de quelagcao de ferro, a desferrioxamina e
outros siderdéforos podem também ser utilizados, e. g., em
conjunto com o0s agentes quelantes do acido aminopolicarboxilico
tal como EDTA. O agente quelante pode convenientemente ser

utilizado a uma concentracao de 0,05 a 20% e. g., 0,1 a 10%

(p/P) .

Como descrito no documento W095/07077, verificou-se também
gque o0s agentes auxiliares de penetracao na superficie e
especialmente os dialquilsulfdéxidos, tal como o dimetilsulfdxido
(DMSO) pode ter um efeito benéfico no melhoramento do efeito
fotoaminoterapéuticos. 0Os agentes auxiliares de penetragao na
superficie para utilizagdao na invencao podem ser gqualquer dos
agentes auxiliares de penetragdao na pele descritos na literatura
farmacéutica e. g., dquelantes (e. g., EDTA), tensiocactivos
(e. g., dodecilsulfato de sédio), nao tensioactivos, sais
biliares(e. g., desoxicolato de sdédio) e acidos gordos (e. g.,
dcido oleico). Os exemplos de agentes auxiliares de penetracéao
na superficie apropriados incluem HPE-101 (disponivel de
Hisamitsu), DMSO e outros dialquilsulfdéxidos, em particular
n-decilmetil-sulfdxido (NDMS) , dimetilsulfacetamida, dimetil-
formamida (DMFA), dimetilacetamida, glicdis, varios derivados de
pirrolidona (Woodford et al., J. Toxicol. Cut. & Ocular
Toxicology, 1986, 5: 167-177), e Azone® (Stoughton et al., Drug
Dpv. Ind. Pharm. 1983, 9: 725-744) ou suas misturas.

O DMSO &, no entanto, preferido devido as suas actividades
anti-histaminicas e anti-inflamatdrias e ao seu efeito
estimulador na actividade das enzimas ALA-sintase e

ALA-desidrogenase (as enzimas que, respectivamente, formam e
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condensam ALA a porfobilinogénio) melhorando deste modo a

formagao da forma activa, Pp.

O agente de penetracao de superficie pode convenientemente
ser proporcionado num intervalo de concentragao de 0,2 a 50%

(p/p), e. g., cerca de 10% (p/p).

As composigdes da invencao podem adicionalmente ser
formuladas e/ou administradas com outros agentes, para melhorar
a eficacia de PDT. Além disso, quando se tratam tumores, por
exemplo, 0s inibidores de angiogénese (farmacos
antiangiogénicos) que se verificou serem Uteis para o tratamento
de tumores (0'Reilly et al., Nature Medicine, 2, p689-692, 1996;
Yamamoto et al., Anticancer Research, 14, pl-4, 1994; e Brooks
et al., J. C(Clin. Invest., 96, pl815-1822, 1995) podem ser
utilizados em conjunto com as composigdes da invencgao em PDT
para danificar ainda mais o sistema vascular do tumor. Os
inibidores de angiogénese que podem ser utilizados incluem
TNP-470 (AGM-1470, um analogo sintético de um produto de
secrecgao de fungos denominado fumagilina; Takeda Chemical
Industries Ltd., Osaka, Japao), angiostatina (Surgical Research
Lab. no Children's Hospital Medical Center da Harvard Medical
School) e 1integrina oyP3:, antagonistas (e. g., anticorpo
monoclonal contra integrina oyPs3, The Scripps Research Institute,

LaJolla, CA).

Alternativamente, ou adicionalmente, (oFS] agentes de
imunoterapia (e. g., anticorpos ou efectores, tal como factor de
activacao de macrdéfagos) ou agentes de quimioterapia podem ser
utilizados para melhorar PDT de acordo <com a invengao. A

administracao destes agentes suplementares deve ser realizada em
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termos de via, concentracao e formulacdo, de acordo com métodos
conhecidos para utilizar estes agentes. Estes agentes adicionais
podem ser administrados antes, apds ou durante PDT, dependendo
da sua funcgao. Por exemplo, podem ser adicionados inibidores de
angiogénese 5 a 10 dias apobs PDT para prevenir o)

redesenvolvimento tumoral.

De um modo semelhante podem ser utilizados outros agentes
anti-cancro em combinagao com uma composicao da invencgao, quer
como parte da formulacgao ou como um tratamento separado para ser

administrado simultaneamente, separadamente ou sequencialmente.

Também se verificou gque a glucose auxilia PDT gquando
aplicada topicamente ou sistemicamente. Quando ¢é contemplada a
administrag¢ao tdépica, a formulagao, de forma conveniente, e. g.,

um creme, pode conter 0,01% até 10% de glucose (p/p).

De acordo com o estado a ser tratado e a natureza da
composicao, os compostos para utilizacgao na invencgao podem ser
co-administrados com esses outros agentes opcionais, por exemplo
numa composicdo UGnica ou podem ser administrados sequencialmente
ou separadamente. Na verdade, em muitos casos, pode ser obtido
um efeito fotoaminoterapéutico particularmente benéfico através
de pré-tratamento com o agente de auxilio de penetracao de
superficie num passo separado, antes da administragao dos
compostos da invencado. Além disso, em algumas situag¢gdes um
pré-tratamento com o agente auxiliar de penetracgao de
superficie, seguida por administracao do fotoaminoterapéutico em
conjunto com o agente auxiliar de penetracao de superficie pode
ser benéfico. Quando um agente auxiliar de penetracao de

superficie é utilizado no pré-tratamento este pode ser utilizado
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em elevadas concentragbes, e. g., até 100% (p/p). Se este passo
de pré-tratamento ¢é empregue, o agente fototerapéutico pode
subsequentemente ser administrado até varias horas apods
pré-tratamento e. g., a um intervalo de 5-60 minutos apds

pré-tratamento.

Considerando um outro aspecto, a invengao proporciona, deste
modo, um produto compreendendo um sal de adigdo de 4acido da
invengcao, em conjunto com, pelo menos, um agente auxiliar de
penetragdo de superficie e, opcionalmente, um ou mails agentes
quelantes Ccomo uma preparagao combinada para utilizacgao
simultdnea, separada ou sequencial no tratamento de disturbios
ou anomalias de superficies externas ou internas do corpo gue

sao responsivas a fotoquimioterapia.

Considerado alternativamente, este aspecto da invencao
também proporciona um kit para utilizagao em fotoquimioterapia
de disturbios ou anomalias de superficies externas ou internas

do corpo compreendendo:

a) um primeiro recipiente contendo um sal de adigdo de acido

da invencao,

b) um Segundo recipiente contendo, pelo menos, um agente

auxiliar de penetracgdo de superficie; e opcionalmente

c) um ou mals agentes de quelagao contidos no referido

primeiro recipiente ou num terceiro recipiente.

Devera ser entendido que o método de terapia utilizando

compostos, como aqui anteriormente descrito, 1inevitavelmente
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envolve a provisao de porfirinas intracelulares que fluorescem
no sitio do disturbio ou anormalidade a ser tratados. Enquanto a
intensidade desta fluorescéncia pode ser utilizada para eliminar
as células anormais, a localizacgao da fluorescéncia pode ser
utilizada para visualizar o tamanho, extensdao e situacao da
anormalidade ou disturbio. A fluorescéncia pode ser produzida
por excitacao com luz azul (e. g., luz na regiao de comprimento
de onda de 350-440 nm) e medigcao na regiao de comprimento de

onda de 550-750 nm.

A anormalidade ou distarbio assim identificados ou
confirmados no sitio da investigagao podem entdao ser tratados
através de técnicas terapéuticas alternativas, e. g., cirurgia
ou tratamento quimico, ou pelo método de terapia da invengao por
construgcao continuada de fluorescéncia ou através de outra
aplicacdo de compostos da invencdo no sitio apropriado. Sera
entendido que as técnicas de diagndéstico podem exigir menores
niveis de fluorescéncia para visualizacdo do que as utilizadas
o)

em tratamentos terapéuticos. Deste modo, geralmente, S

a
adequados intervalos de concentragcao de 0,2 a 30% e. g., 1-5%

(p/p) .

Foram considerados anteriormente sitios, métodos e modos de
administragcdo em relacdo as utilizagdes terapéuticas e séao

aplicaveis também para diagnosticar utilizagbdes aqui descritas.

Os compostos da invencao podem também ser utilizados para
técnicas de diagnédstico in vitro, por exemplo, para examinacgéo
das células contidas em fluidos corporais. A fluorescéncia mais
elevada associada a tecido nao normal pode ser convenientemente

indicativo de uma anormalidade ou distuUrbio. Este método &
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altamente sensivel e pode ser utilizado para detecgao precoce de
anomalias ou disturbios, por exemplo, carcinoma da bexiga ou do
pulméao, através de examinacao das células epiteliais em amostras
de wurina ou de expectoragao, respectivamente. Outros fluidos
corporais uUteis que podem ser utilizados para diagndstico além
de urina e expectoracdo incluem sangue, sémen, lagrimas, medula
espinal, etc. Podem ser avaliadas amostras ou preparagdes de
tecidos, por exemplo, amostras de tecidos de Dbiopsias ou de
medula o¢ssea. A presente 1invengdao estende-se por isso a
utilizacao de compostos da invencao para diagndstico de acordo
com os métodos acima mencionados para fotogquimioterapia, e

produtos e kits para realizar o referido diagndstico.

Outro aspecto da 1invencao refere-se a um método de
diagnéstico in vitro, de anomalias ou disturbios para ensaiar

uma amostra de fluido corporal ou tecido de um doente,

compreendendo o referido método, pelo menos, 0SS seguintes
passos:
i) misturar o referido fluido corporal ou tecido com um

sal de adigdo de acido de acordo com a invencgéo,

ii) expor a referida mistura a luz,

iii) determinar o nivel de fluorescéncia, e

iv) comparar o nivel de fluorescéncia com niveis de
controlo.

A invengdo serd agora descrita em mais detalhe nos seguintes

Exemplos nao limitantes, com referéncia aos desenhos em que:

A Figura 1 apresenta fluorescéncia na pele apds aplicacgao

tépica de formulagdes de creme contendo sais de cloridrato e
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metanossulfonato de 5-amino-4-oxopentanocato de metilo, as barras

indicam o desvio padrao;

A Figura 2 apresenta a fluorescéncia na pele apds aplicacao
tépica de formulagbes de creme contendo sais de cloridrato,
metanossulfonato e toluenossulfonato de b5-amino-4-oxopentanoato

de hexilo, as barras indicam o desvio padrao;

A Figura 3 apresenta a higroscopicidade de sais de
cloridrato, metanossulfonato e toluenossulfonato de acido

5-amino-4-oxopentandico de metilo;

A figura 4 apresenta a higropicidade de sais de metanossulfonato

e toluenossulfonato de acido 5-amini-4-oxopentandico de hexilo.
O Exemplo 3 nao forma uma parte da invengao, mas ilustra o

método do sal de prata que é utilizado noutros exemplos para

preparar compostos que estao de acordo com a invencgao.

Exemplo 1 - Preparagao de S5-amino-4-oxopentanocato

toluenossulfonato de hexilo

Foi adicionado hidrogenocarbonato de sédio (0,42 g;
5,0 mmol) a uma solugao de cloridrato de 5-amino-4-oxopentanoato

de hexilo (0,5 g; 2,0 mmol) em &gua (10 mL) e diclorometano

(5 mL). A mistura foli agitada exaustivamente e deixada a
separar. A camada organica foi removida por pipetagem e
adicionada a 4&cido p-toluenossulfénico (0,38 g; 2,0 mmol). A
porgcao aquosa foili extraida com diclorometano (1 x 1 mL). As

solugdes orgdnicas combinadas foram evaporadas, deixando um 6leo
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amarelo que solidificou sob armazenamento, de um dia para o
outro, num congelador. 0 residuo foi purificado por
cromatografia flash numa coluna 60 de 170 x 25 mm de silica gel
eluida com acetonitrilo (150 mL), 5% metanol em acetonitrilo
(500 mL) e 10% metanol em acetonitrilo (250 mL), recolhendo
fracgbes de 15 x 50 mL. As fracgdes contendo o produto foram

evaporadas, deixando 0,31 g (40%) de residuo.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg): & 0,87 (3H, t, J = 7 Hz), 1,26
(6H, br s), 1,56 (2H, m), 2,29 (3H, s), 2,54 (2H, t, J = 7 Hz),
2,79 (2H, t, J = 6 Hz), 4,0 (4H, m), 7,12 (2H, 4, J = 8 Hz),

7,48 (2H, d, J = 8 Hz), 8,04 (3H, br s).

Exemplo 2 - Preparagao de S5-amino-4-oxopentanoato

metanossulfonato de hexilo (método de permuta idnica)

Uma solugao de 5S5-amino-4-oxopentancato cloridrato de hexilo
(1,0 g; 4,0 mmol) em agua (5 mL) e 96% de etanol (5 mL) foi
passada através de uma coluna de Amberlyst A-26 (OH) (2,1 g;
8,8 meqg) numa solugdo de acido metanossulfdnico (0,38 g; 4,0
mmol) em agua (3 mL). A coluna de resina foi lavada com 50% aqg.
etanol (10 mL) e os eluentes combinados foram evaporados até a

secagem.

Apbs secagem, de um dia para o outro, o residuo foi
purificado através de cromatografia flash numa coluna 60 de
170 x 25 mm de silica gel com acetonitrilo (200 mL), 5% de
metanol em acetonitrilo (500 mL) , 7,5% de metanol em
acetonitrilo (500 mL) e 10% de metanol em acetonitrilo (750 mL),

recolhendo 27 fracgbes x 50 mL. A evaporagao das fracgdes
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contendo produto produziu 0,77 g (62%) de residuo,
pf 132-134 °C.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-ds): & 0,87 (3H, t, J = 6 Hz), 1,27
(6H, br s), 1,56 (2H, m, J = 6 Hz), 2,35 (3H, s), 2,55 (2H, t, J
= 6 Hz), 2,80 (2H, t, J =6 Hz), 4,00 (4H, m), 8,08 (3H, br s).

RMN de Yc: (50 MHz; DMSO-dgs): & 13,8, 21,8, 24,9, 27,0, 30,8,
34,1, 39,5, 46,6, 64,0, 171,8, 202,4.

Exemplo 3 — Preparacao de metanossulfonato do acido 5-amino-

4-oxopentandico (método de sal de prata).

Uma solugdo de cloridrato do acido 5-amino-4-oxopentandico
(1,0 g; 6,0 mmol) em agua (5 mL) foil adicionada a uma solucao
agitada de metanossulfonato de prata (1,22 g; 6,0 mmol) em agua
(10 mL) num frasco de erlenmeyer com rolha embrulhada com
pelicula de aluminio. A mistura foi agitada, de um dia para o
outro, e transferida para tubos de centrifuga. A mistura foi
centrifugada e decantada. O residuo foi lavado com Aagua
(2 x 1 mL). Apds centrifugacdo, as solugdes agquosas combinadas
foram liofilizadas, de um dia para o outro, para produzir
metanossulfonato de dcido 5-amino-4-oxopentandico (1,3 g; 96% de
rendimento), pf 153,5-154,5 °C.
RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-ds): & 2,39 (3H, s), 2,50 (2H, t,
J = 6 Hz), 2,72 (2H, t, J = 4 Hz), 3,97 (2H, s), 8,08 (3H, br

3s) .

RMN de '®c: (50 MHz; DMSO-dg): & 27,2, 34,2, 39,5, 46,6, 173,2,

202,6
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Exemplo 4 - Metanossulfonato de 5-amino-4-oxopentanocato de

metilo

Preparado a partir de cloridrato de 5-amino-4-oxopentanocato
de metilo e metanossulfonato de prata utilizando o método de sal

de prata, pf 135-137 °C.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg): & 2,29 (3H, s), 2,54 (2H, t,
J = 8 Hz), 2,79 (2H, t, J = 6 Hz), 3,59 3H, s), 3,98 (2H, s),
7,13 (24, d, J = 8 Hz), 7,50 (2H, 4, J = 8 Hz), 8,07 (3H, br a).
RMN de C: (50 MHz; DMSO-dg): & 20,7, 26,8, 34,1, 46,6, 51,4,

125,3, 127,9, 137,7, 145,1, 172,2, 202,4.

Exemplo 5 - 5-Amino-4-oxopentancatotoluenossulfonato de

metilo

Preparado a partir de cloridrato de 5-amino-4-oxopentanoato
de metilo e p-toluenossulfonato de prata utilizando o método de

sal de prata, pf 138-140 °C.
RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg): & 2,29 (3H, s), 2,54 (24, t,
J = 8 Hz), 2,79 (2H, t, J = 6 Hz), 3,59 3H, s), 3,98 (2H, s),

7,13 (24, d4, J = 8 Hz), 7,50 (2H, d, J = 8 Hz), 8,07 (3H, br s).

RMN de Yc: (50 MHz; DMSO-ds): & 20,7, 26,8, 34,1, 46,6, 51,4,
125,3, 127,9, 137,7, 145,1, 172,2, 202,4.
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Exemplo 6 - 5-Amino-4-oxopentanocatometanossulfonato de

hexilo

Preparado a partir de cloridrato de b5-amino-4-oxopentanoato
de hexilo e metanossulfonato de prata utilizando o método de sal
de prata, pf 125 °C e 134-136 °C (diferentes formas
cristalinas).

RMN de '

H: (200 MHz; DMSO-dg): & 0,87 (3H, t, J= 6 Hz), 1,27 (6H,
br s), 1,56 (2H, m, J = 6 Hz), 2,35 (3H, s), 2,55 (2H, t,
J = 6 Hz), 2,80 (2H, t, J = 6 Hz), 4,00 (4H, m), 8,08 (3H, br

3) .

RMN de '®c: (50 MHz; DMSO-dg): & 13,8, 21,8, 24,9, 27,0, 30,8,
34,1, 39,5, 46,6, 64,0, 171,8, 202,4.

Exemplo 7 - 5-Amino-4-oxopentancatotoluenossulfonato de

hexilo

Preparado a partir de cloridrato de 5-amino-4-oxopentanocato
de hexilo e p-toluenossulfonato de prata utilizando o método de

sal de prata, pf 116-118 °C.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg): & 0,86 (3H, t, J = 6 Hz), 1,26
(6H, br s), 1,53 (2H, m), 2,29 (3H, s), 2,53 (2H, t, J = 6 Hz),
2,78 (2H, t, J = 6 Hz), 4,0 (4H, m), 7,12 (2H, 4, J = 8 Hz),

7,50 (2H, d, J = 8 Hz), 8,06 (3H, br s),
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RMN de '*C: (50 MHz; DMSO-ds) & 13, 8§, 20,7, 21,9, 24,9, 27,0,

28,0, 30,8, 34,1, 46,6, 64,0, 125, 3, 127, 9,137, 6, 145,2,

171,8, 202,4.

Exemplo 8 — Formulagdes

Diferentes sais de ésteres 5-amino-4-oxopentandico foram

formulados em Unguentum Merck para estudos dérmicos. Todas

as

formulagdes de cremes continham 0,5 mmol de substdncia por 10 g

de creme para assegurar a mesma concentracao molar ({(assumindo

que 10 g de creme iguala 10 mL, a concentragcao molar aprox.

0,5 mmol/10 mL ou 50 mM). A preparagdao das formulagdes

delineada na Tabela 1 a seguir.

é

é

Tabela 1 - Formulagdes dérmicas

Substéncia-sal* Peso |Formulagao**
Mol. (mg/10 g de creme)

5-amino-4-oxopentanocato-HC1 de | 251 125
hexilo
5-amino-4-oxopentanocato- 294 150
metanossulfonato de hexilo
5-amino-4-oxopentanocato- 372 190
toluenossulfonato de hexilo
5-amino-4-oxopentanocato-HC1 de | 181 100
metilo
5-amino-4-oxopentanocato- 224 125
metanossulfonato de metilo
5-amino-4-oxopentanocato- 302 170
toluenossulfonato de metilo
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*Todos os sails foram preparados pelo método de sal de prata
**Todas as formulagdes continham 0,5 mmol de sal por 10 g de

creme

Exemplo 9 - Actividade bioldgica - Sais de 5-amino-4-

oxopentancato de metilo

Método: Foram utilizadas no estudo fémeas de murganhos nude
atimicos Balb/c, pesando cerca de 22 g, obtidas a partir do
Departement of Laboratory Animals, O Norwegian Radium Hospital,

Oslo, Noruega. Cada grupo consistiu em trés murganhos.

Cada murganho recebeu 0,05-0,1 g de formulacao (ver
Exemplo 8) aplicado topicamente no flanco direito do corpo,
distribuida equitativamente e coberta com uma ligadura (Opsite

Flexigrid; Smith e Nephew Medical Ltd., Hull, Inglaterra).

O dispositivo que mede o ponto de fibra utilizado consistiu
num feixe de fibras ¢pticas ligadas a um espectrofluorimetro que
produziu a luz de excitagdo de 407 nm. A luz de excitacao, que é
capaz de penetrar 0,1-0,5 mm no tecido, foi conduzida através de
metade das fibras para a pele do murganho. O espectro de
fluorescéncia de emissao resultante (550-750) nm foi recolhido e
conduzido através das fibras restantes para um fotomultiplicador
para quantificagao. O espectro de fluorescéncia da pele foi
medido a 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas apds a administracao e

representado graficamente contra o tempo.

Pode ser observado a partir da Figura 1 que o sal de

metanossulfonato de b-aminolevulinato de metilo produziu um
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aumento consideravel na fluorescéncia da pele, em comparagdo com

o sal de cloridrato.

Exemplo 10 - Actividade Bioldégica - Sais de 5-amino-4-

oxopentanoato de hexilo

A preparagao de formulagbes ¢é descrita no Exemplo 8. Foi
utilizado o mesmo sistema experimental gue no Exemplo 9 e os

resultados sao apresentados na Figura 2.

Pode ser observado a partir da Figura 2 gue os sais de
metanossulfonato e toluenossulfonato de 5S5-aminolevulinato de
hexilo produziu aproximadamente a mesma fluorescéncia da pele

que o sal de cloridrato.

Exemplo 11 - Higréspicidade de cloridrato metanossulfonato e

toluenossulfonato de 5-aminod4-oxopentancato de hexilo.

Amostras (2 mg) de cloridrato, metanossulfonato e
toluenossulfonato de 5S-amino-4-oxopentancato de hexilo foram
mantidas a temperatura ambiente e a humidade ambiente durante 4

dias. Nao foi observavel alteracao.

Amostras (2 mg) do cloridrato, metanossulfonato, e
toluenossulfonato de 5-amino-4-oxopentanoato de hexilo foram
mantidas a temperatura ambiente e 100% de humidade. O cloridrato
tinha deligquescido apds estar em repouso, de um dia para o

outro. O metanossulfonato tinha deliquescido apds dois dias,
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enquanto que o toluenossulfonato tinha deliquescido apds quatro

dias.

Exemplo 12 - Higroscopicidade de cloridrato de b5-amino-4-

oxopentancato de metilo, metanossulfonato e toluenossulfonato.

Amostras de cloridrato de 5-amino-4-oxopentanocato de metilo,
metanossulfonato e toluenossulfonato foram pesadas e mantidas em
copos de plastico de 30 mL numa camara fechada a humidade
relativa de 75-84% em solugao de sulfato de amdénio saturada a
temperatura ambiente (ca 25 °C). As amostras foram entao pesadas
apds diferentes intervalos de tempo para monitorizar a
incorporacao de Aagua. O aspecto das amostras foi também
verificado ao mesmo tempo para determinar o inicio da

deliquescéncia. Os resultados sao apresentados na Figura 3.

Pode ser observado a partir da Figura 3 gque ambos 0s sais de
cloridrato e de mesilato incorporaram 4dgua numa extensao
consideravel, como monitorizado em peso e que o inicio da
deliquescéncia ocorreu apds 22 h (como indicado pelos asteriscos
na figura). Em contraste, o sal de tisolato de 5-amino-4-
oxopentanoato de metilo ndo retirou agua e nado alterou o aspecto

durante o periodo de teste.
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Exemplo 13 - Higroscopicidade de cloridrato metanossulfonato

e toluenossulfonato de 5-amino-4-oxopentancato de hexilo

Amostras de <cloridrato e toluenossulfonato de 5-amino-4-
oxopentancato de hexilo foram pesadas e mantidas em copos de
plastico de 30 mL numa cédmara fechada a humidade relativa de
75-84% em solugdo de sulfato de amdénio saturada a temperatura
ambiente (ca. 25 °C). As amostras foram entao pesadas apds
diferentes intervalos de tempo para monitorizar a incorporagao
de agua. O aspecto das amostras foi também verificado ao mesmo
tempo para determinar o inicio da deliquescéncia. Os resultados

estao apresentados na Figura 4.

Pode ser observado na Figura 4 que o sal de cloridrato de
5-amino-4-oxopentanocato de hexilo nao retirou agua numa extensao
consideravel, como monitorizado em peso, mas o inicio da
deliquescéncia ocorreu apds apenas 5,0 h (como indicado por um
asterisco na figura). O sal de mesilato retirou agua em alguma
extensao, mas a deliquescéncia nao ocorreu. O sal de tosilato de
5-amino-4-oxolevulinato de hexilo nao retirou agua e nao alterou

o aspecto durante o periodo de teste.

Lisboa, 30 de Junho de 2011
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REIVINDICACOES

Sal de adicao de acido de um éster de acido
5-aminolevulinico (éster 5-ALA) com um acido que € um acido
sulfénico ou um derivado de 4&cido sulfdnico, em que ©

referido éster de 5-ALA é um composto de fdérmula X:

R?,N-CH?’COCH?-CH2C0O-0R! (X)

em que R representa um grupo alquilo Ci_¢ de cadeia linear
nao substituido;

R2

representa cada, independentemente, um atomo de
hidrogénio ou um grupo alquilo de cadeia linear, ramificada
ou ciclico opcionalmente substituido, contendo até 20 atomos
de carbono que podem ser opcionalmente interrompidos com um

ou mais grupos -0-, —NR?—, -5—- ou PR?—; e

R’ ¢ um dtomo de hidrogénio ou um grupo alquilo Cjg.

Sal de adigdao de acido como reivindicado na reivindicagao 1,

2

em gque na fdérmula X, cada R° representa um atomo de

hidrogénio.

Sal de adigdao de acido como reivindicado na reivindicagao 1,
em que o referido composto de fdérmula X é éster metilico de

5-ALA ou éster hexilico de 5-ALA.

Sal de adigdo de acido como reivindicado na reivindicacgédo 1

de férmula 1:



2
Ry
0
|
R?—'ﬁ——o
(0]

em que

®\)J\/\
N 1
H COOR

(I)

R é um atomo de hidrogénio ou um grupo alquilo Ci g

opcionalmente substituido ou um grupo arilo até 20 atomos

de carbono;

1 2 = o A - =
R* e R® sao como definido na reivindicacgao 1.

Sal de adigao de
reivindicacgao 4, em que

substituidos.

Sal de adigao de
reivindicacgao 4, em que

substituidos.

Sal de adicao de éacido

das reivindicagdes 4 a

acido como reivindicado na

R é alquilo ou arilo opcionalmente

acido como reivindicado na

R é fenilo ou metilo opcionalmente

como reivindicado em dqualquer uma

6, em gue na férmula I, cada R2

representa um atomo de hidrogénio.



10.

11.

12.

Sal de adigédo de acido como reivindicado na reivindicacédo 4
que é um sal de adigdo de acido sulfdénico do éster metilico

de 5-ALA ou éster hexilico de 5-ALA.

Sal de adigédo de acido como reivindicado na reivindicacao 1
ou reivindicagdao 8, em que o referido acido ¢é acido
naftaleno-1, 5-dissulfdénico, acido etano-1,2-dissulfdnico,
acido p-toluenossulfdénico, acido metanossulfdnico, acido
dodecilsulfdnico, acido naftaleno-2-sulfdnico, acido
benzenossulfdénico, &cido 2-hidroxi-etanossulfdnico, acido

etanossulfdénico ou acido (+)-canfor-10-sulfdnico.

Sal de adigao de acido como reivindicado em qualquer
reivindicagao anterior, em que o referido acido é

farmaceuticamente aceitavel.

Processo para preparar um sal de adigdo de &cido como
reivindicado em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10,
compreendendo o referido processo a reaccgao de um éster de
acido 5-aminolevulinico com um 4&cido, como definido na

reivindicacgao 1.

Processo para a preparagcao de um sal de adigdo de acido
como reivindicado em qualquer uma das reivindicagbes 1 a
10, compreendendo o referido processo a reacgdo do acido 5-
aminolevulinico, ou um seu derivado esterificavel, com um
alcanol ou um seu derivado formador de éster na presenca de

um acido, como definido na reivindicacao 1.



13.

14.

15.

16.

Processo Ccomo reivindicado na reivindicacgao 12 que
compreende a reacgado de acido 5-aminolevulinico, ou um seu

derivado estrificdvel, com um alcanol.

Processo para a preparagcao de um sal de adigdo de acido
como reivindicado em qualguer uma das reivindicagdes 1 a

10, compreendendo o referido processo:

i) colocar em contacto uma solugao compreendendo um
composto da férmula leR%N*H—CH2COCH2CHxXbR;, em que R!
e R’ sdo como definido na reivindicacdo 1, com uma

resina de permuta idnica;

ii) opcionalmente a remog¢ao da referida resina; e

iii) mistura da solucgao resultante com uma solucéao
compreendendo um acido sulfdénico ou um derivado de

acido sulfédnico.

Processo como reivindicado na reivindicagdao 14, em gque o
referido sal de adicdo de &acido € um composto de fdérmula I

como definido na reivindicacao 4.

Processo para a preparacao de um sal de adigdo de acido
como reivindicado em gqualquer uma das reivindicagdes 1 a

10, compreendendo o referido processo:

i) fazer reagir um composto da férmula

Cl1 R?>,N'H-CH,COCH,CH,CO,R!, em que R' e R? sdo como

definido na reivindicacgao 1, com um sal de prata de um



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

acido sulfdénico ou um derivado de &cido sulfdnico, num

solvente em que AgCl é substancialmente insoluvel; e

ii) opcionalmente separar o AgCl do sal resultante.

Processo como reivindicado na reivindicacao 16, em gue O
referido sal de adigdo de acido € um composto de férmula I

como definido na reivindicagao 4.

Composigao farmacéutica compreendendo um sal de adigao de
acido como reivindicado em qualquer uma das reivindicacgdes 1
a 10, em conjunto com, pelo menos, um veiculo ou excipiente

farmacéutico.

Sal de adicado de acido ou composicdao como reivindicado em
qgqualquer uma das reivindicagbes 1 a 10 e 18 para utilizacao

como medicamento.

Sal de adigdao de acido como reivindicado na reivindicagao 19

para utilizacdo em terapia fotodinémica.

Sal de adigdo de acido como reivindicado na reivindicacgao 19

para utilizagcdo em fotogquimioterapia.

Sal de adigdo de acido como reivindicado na reivindicagao 21
para o tratamento de disturbios ou anomalias de superficies
externas ou 1internas do corpo dJue sSao responsivas a

fotogquimioterapia.

Utilizacao de um sal de adicgao de acido como reivindicado em

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10 e 18, para a



24.

25.

26.

preparacao de um agente terapéutico para utilizacao em

fotoquimioterapia.

Produto compreendendo um sal de adigdo de acido como
reivindicado em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 10 e 18,
em conjunto com pelo menos um agente auxiliar de penetracao
na superficie, e opcionalmente um ou mais agentes quelantes
como uma preparacao combinada para a utilizacao simulténea,
separada ou sequencial no tratamento de disturbios ou
anomalias de superficies externas ou internas do corpo que

sao responsivas a fotoquimioterapia.

Kit para utilizacao em fotoquimioterapia de disturbios ou
anomalias de superficies externas ou internas do corpo

compreendendo:

a) um primeiro recipiente contendo um sal de adicgao de
acido como reivindicado em qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 10 e 18,

b) um segundo recipiente contendo, pelo menos, um agente

auxiliar de penetracgdo de superficie; e opcionalmente

c) um ou mails agentes de quelagao contidos no referido

primeiro recipiente ou num terceiro recipiente.

Método de diagnéstico in vitro de anomalias ou disturbios
por ensaio de uma amostra de fluido corporal ou tecido de um
doente, compreendendo o referido método, pelo menos, um dos

passos gue se seguem:



ii)

iii)

iv)

mistura do referido fluido corporal ou tecido com um
sal de adigdo de acido como reivindicado em gqualquer

uma das reivindicagbes 1 a 10 e 18,

exposicdo da referida mistura a luz,

avaliagao do nivel de fluorescéncia, e

comparacao do nivel de fluorescéncia com os niveis de

controlo.

Lisboa, 30 de Junho de 2011
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RESUMO

“SAIS DE ADIGCAO ACIDA DE ACIDO 5-AMINOLEVULINICO OU SEUS
DERIVADOS”

A presente invencgdo proporciona um sal de adicao acida de
acido 5S5-aminolevulinico (5-ALA) ou de um derivado de 5-ALA
(e. g. um éster de 5-ALA) com um acido gque possui um pKa de
cerca de 5 ou inferior, de um modo preferido, cerca de 3 ou
inferior, com a condigdo de o 4&acido ser outro gque nado o acido
cloridrico. Os sails particularmente preferidos sao os derivados
de acidos seleccionados do grupo compreendendo acido sulfdnico e
seus derivados, dacido bromidrico, &dcido sulfurico, &acido nitrico
e Aacido fosférico. O0Os sais de acordo com a invengdo séao
particularmente adequados para utilizagao como agentes de
fotossensibilizacgao em diagnéstico e fotoquimioterapia de
distuirbios ou anomalias de superficies externas ou internas do

Corpo.
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