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RESUMO

“AGENTE TERAPEUTICO PARA A REMOGAO DE UMA POPULAGCAO DE PROTEINAS
INDESEJADA DO PLASMA”

Agente para a eliminacdo de uma populacdo de proteinas
indesejada do plasma de um individuo, cujo agente compreende
varios ligandos, covalentemente co-ligados, de modo a formar um
complexo com véarias proteinas na sua presencga; em que, pelo
menos, dois dos ligandos sdo iguais ou diferentes e sdo capazes
de estar ligados através dos localis de 1ligacdo do ligando
presentes nas proteinas, em que © agente & um agente nao
poteindceo que n&o uma D-prolina de férmula (I-A) ou (I-B), em
que R é férmula (a) o grupo; R' é hidrogénio ou halogéneo; X é

(CHz) ni—; —CH(R®) (CH;)—; —CH;0(CH),-; -CH;NH-; benzilo, -C(R’)=CH-;

-CH,CH(OH)-; ou tiazocl-2,5-diilo; Y é S-S-; -{(CHy),-; -0-; -NH-;
-N(R%) -; -CH=CH-; -NHC (O) NH-; -N(R”)C (0)N (R”) -;
-N[CH,CeH5 (OCHz=) 2] =5 —N (CH,CgHs) = —N (CH,CgHs) C(O) N (CH,CeHs) -7
-N(alcoxialquilo)-; N(cicloalguil-metil)-; 2,6-piridilo;

2,5-furanilo; 2,5-tienilo; 1,2-ciclo-hexilo; 1,3-ciclo-hexilo;
1,4-ciclo-hexilo; 1,2-naftilo; 1,4-naftilo; 1,5-naftilo;
1,6-naftilo; bifenileno; ou 1,2-fenileno, 1,3-fenileno e
1l,4-fenileno, em que o0s grupos fenileno sdo opcionalmente

substituidos por 1-4 substituintes, seleccionados de halogéneo,

alquilo inferior, alcoxilo inferior,  hidroxilo, carboxilo,
-C00-alquilo inferior, nitrilo, 5-tetrazole, (2-4cido
carboxilico pirrolidin-1-i1)-2-oxo-etoxilo,
N-hidroxicarbamimidoilo, 5-oxo0[1l,2,4]oxadiazolilo,
2-oxo0[1l,2,3,5]oxatiadiazolilo, 5-tioxo[l,2,4]oxadiazolilo
e bS-terc-butilsulfanil[l,?2,4] oxadiazolilo; X! & —-(CHy)n—;

- (CH,) ,CH(R) -; - (CH,) ,OCH,-; -NHCH,-; benzilo, —-CH=C (R?) -;



-CH(OH) CH;; ou tiazol-2,5-diilo; R’ & alquiloc inferior, alcoxilo
inferior ou benzilo e n é 0-3, ou um seu sal ou mono- ou diéster

farmaceuticamente aceitavel.
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DESCRIGCAO

“AGENTE TERAPEUTICO PARA A REMOGCAO DE UMA POPULAGCAQ DE PROTEINAS
INDESEJADA DO PLASMA”

Campo da Invencdo

A presente invencdo refere-se a um agente para a remocdo de
uma populacdo de proteinas indesejada do plasma de um individuo

e a um método para tratar um individuo com um tal agente.

Antecedentes da Invencéo

As proteinas do plasma sanguineo, na matriz extracelular
dos tecidcs e nas células sdo essenciais para todas as fungdes
fisioldgicas wvitais. No entanto, muitas proteinas diferentes
também contribuem para doengas. 0Os mecanismos patogénicos
subjacentes incluem producdo excessiva de proteinas normais com
efeitos excessivos correspondentes, a producdo de proteinas
anormais com efeitos prejudiciais e a subversido acidental da
funcdo da proteina normal conduzindo & efeitos prejudiciais
durante processos patolégicoes intercorrentes, tais Como
inflamag¢do e infeccdo microbiana. Existe, por esse motivo,
necessidade de eliminar varias proteinas normais e anormais do
corpo para proporcionar tratamento para muitas doencas humanas.
As proteinas plasmaticas que contribuem para a patogénese da
doenca incluem citocinas, lipoproteinas, auto-anticorpos,
componentes das vias de complemento e coagulacdo, proteinas

amiloidogénicas, incluindo cadeias leves de imunoglobulina



monoclonal, transtiretina, lisozima e fo-microglobulina,
proteinas de fase aguda, em particular, proteina A amildide do
soro (SAA) e pentraxinas, tal como componente P amildide do soro
(SAP). Todas estas proteinas diferentes, produzidas por células
diferentes, s&do alvos potencialmente atractivos para eliminacdo
terapéutica em varias doengas. No entanto, existem poucos
métodos eficazes ©para reduzir de um modo selectivo a
concentracdo em circulacdo de proteinas especificas e essas
abordagens que estdo disponiveis ou foram tentadas, sdo
complexas, dificeis e alvo de muitos problemas extremamente

desafiantes.

As citocinas sdo hormonas proteicas produzidas e actuantes
em vérios tipos de células diferentes e sdo mediadores
criticamente importantes na defesa do hospedeiro, por resposta
imunoldégica e dinflamatéria, mas a sua producdo excessiva em
algumas doencas contribui para patologias graves, morbilidade e
mortalidade. Os anticorpos e proteinas de ligacdo recombinante
tém sido utilizados recentemente com sucesso para direccionar
uma citocina em particular, o factor de necrose tumoral (TNF), e
o Dbloqueio do TNF ¢é terapeuticamente benéfico na artrite
reumatdéide e doenca de Crohn, mas existem poucos métodos
eficazes para reduzir os niveils prejudiciais elevados de outras

citocinas.

A producido excessiva patogénica de outras proteinas
normais, tals como proteinas plasmiaticas de fase aguda, pode ser
reduzida por supressdo da actividade de uma doenca primaria
subjacente, mas, excepto no caso de infeccdo crdnica tratavel,
¢, normalmente, extremamente dificil de alcancar. N&o existe
cura para doencas inflamatdérias idiopéticas crénicas, tais como

artrite reumatdide ou doenga de Crohn ou para a maioria dos



neoplasmas malignos. O tratamento destas doengcas e a supressédo
da sua actividade requer regimes incluindo anti-inflamatédrios
altamente téxicos, féarmacos citotdxicos e imunossupressores e,

frequentemente, também cirurgia e/ou radioterapia.

A producgdo de proteinas anormais, guer herdada ou adguirida
como uma complicacdo de outra doenca primaria, é também
extremamente dificil de controlar. Por exemplo, as moléculas
variantes da transtiretina e fibrinogénio, responsaveis pelas
formas de amiloidose sistémica hereditaria, apenas podem ser
eliminadas do plasma por transplante do figado. Tal abordagem
ndo é possivel com muitas outras doencas hereditédrias provocadas
por proteinas variantes patogénicas. A producido adquirida de
proteinas anormais e patogénicas, como em gamopatias
monoclonais, apenas pode ser tratada com farmacos citotdxicos
potentes ou transplante da medula Ossea. Estes processos
incorrem em taxas universais de morbidade e, mesmo, mortalidade

até 50%, sem apresentar sucesso uniforme.

Outra abordagem tem sido remover as proteinas prejudiciais
por absorcdc extracorporal, passando © sangue sobre um meio de
fase sélida mais ou menos selectivo, para remover a proteina
alvo. Isto pode ser uma contribuicdo uUtil para a remocdo de
elevadas concentragdes de lipoproteinas de baixa densidade
pro-aterogénicas em hipercolesterolemia familiar. Fol também
tentado, até ao momento sem sucesso, a remocdo de duas proteinas
amiloidogénicas diferentes: fpy;-microglobulina em doentes em
hemodidlise crénica para insuficiéncia renal em fase terminal e
a variante transtiretina em doentes com polineuropatia amildide

familiar.



Nos casos onde proteinas particulares produzem oS seus
efeitos patogénicos ©por 1ligagdo a estruturas do ligando
especificas in vivo, uma abordagem possivel para terapia & o
desenvolvimento de farmacos para inibir tal 1ligacdo. Por
exemplo, o presente requerente propds tal abordagem para o
tratamento de amiloidose e doenca de Alzheimer, direccicnando a
ligacdo patogénica do componente P amildide do soro para
fibrilas amildéides, por administracdo de moléculas de baixo peso
molecular que blogqueiam tal ligagdo (1-5) documento US 6126918).
E conhecida a ligacdo especifica de SAP a ligandos particulares
contendo grupos aniénicos, incluindo carboxilatos e fosfatos
(6-10) . No complexo de SAP com monosfosfato de desoxiadenosina
(dAMP), existe wuma molécula de dAMP no local de 1ligacéao
dependente de cdlcio de cada protémero na molécula SAP
homopentamérica (10). Como um resultado do empilhamento das
bases, dependente da ligacdo de hidrogénio entre pares de
moléculas de dAMP, pares de pentdmeros SAP carregados com dAMP
organizam-se frente a frente para formar um complexo proteina

ligando decamérico (10).

Os ligandos de baixo peso molecular conhecidos da SAP, tais
como fosfoetanolamina e 4,6-0-(1-carboxietilideno)-p-D-
galactopirancsido de metilo (MOPDG), apenas estdo ligados com
afinidade moderada de cerca de milimolar. Isto & pouco comparado
com as tipicas afinidades de nanomolar da maioria das
interaccées farmaco-proteina e sugere que tals compostos,
provavelmente, n&o serdo eficazes como inibidores da ligacéo
patogénica de SAP aos seus ligados in vivo. Permanece a
necessidade de proporcionar um método eficaz para a remocao

direccionada de uma populacé&o de proteinas indesejada do plasma.



Sumdrio da Invencédo

Consequentemente, num primeiro aspecto, a presente invencédo
proporciona a utilizacdo de um agente para a preparacido de uma
composicdo para o tratamento de um individuo com um disturbio
provocado por uma proteina patogénica, por remocdo terapéutica
da proteina patogénica do plasma do individuo; em que o
tratamento compreende administrar, &ao individuo, uma dose do
agente suficiente para a remocdo terapéutica; em que o agente
compreende varios ligandos, covalentemente co-ligados, de modo a
formar um complexo com varias proteinas na sua presencga; em que,
pelo menos, dois dos ligandos sdo iguais ou diferentes e séo
capazes de estar ligados através dos locais de 1ligacgidc do

ligando presentes nas proteinas; e em que

a proteina patogénica é o componente A amildéide do soro (SAP) e

0 agente & uma D-prolina de férmula

ou \\ T ~R

I-B

em que

R & o grupo
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¢ hidrogénio ou halogéneo;

& - (CHy)a-;  -CH(R) (CHy)n—;  -CH)O(CH;)n-;  -CH,NH-;
benzilo, -C(R%) =CH-; -CH,CH(OH)-; ou tiazol-2,5-dilo;

& -S-S-; =-(CHy),-; -0-; ~-NH-; -N(R®)-; -CH=CH-;
~NHC (0) NH-; N (R”) C(0) N (R”) -; ~N[CH;C:Hs (OCHs) ;] -5
-N(CH;CeHs) =7 -N (CH;CgHs) C(O) N (CH,CeHs) =
-N(alcoxialquilo)-; N-(cicloalquil-metil)-;

2,6-piridilo; 2,5-furanilo; 2,5-tienilo; 1,2-ciclo-
hexilo; 1,3-ciclo-hexilo; 1,4-ciclo-hexilo;
1,2-naftilo; 1,4-naftilo; 1,5-naftilo; 1,6-naftilo;
bifenileno; ou 1,2-fenileno, 1,3-fenileno e
1,4-fenileno, em que 0S8 grupos fenileno sd0
cpcionalmente substituidos com 1-4 substituintes,
seleccionados de halogéneo, alquilo inferior, alcoxilo
inferior, hidroxilo, carboxilo, -CO00O-alquilo inferior,
nitrilo, 5-tetrazole, (2-4cido carboxilico pirrolidin-
1-11)-2-oxo-etoxilo,

N-hidroxicarbamimidoilo, 5-o0x0[1,2,4]oxadiazolilo,
2-o0x0[1,2,3,5]oxatiadiazolilo,
5-tioxo[1l,2,4]oxadiazolilo e 5-terc-

butilsulfanil[l,2,4]oxadiazolilo;

é = (CHz) n-; - (CH;) .CH(R) -; - (CHy) nOCH;-; -NHCH;,-;
benzilo, -CH=C(R’)-; -CH(OH)CH,; ou tiazol-2,5-diilo;



w{\)
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alquilo inferior, alcoxilo inferior ou benzilo e

n é 0-3,

ou um seu sal ou mono- ou diéster farmaceuticamente aceitével.

Verificou-se, de um modo surpreendente, que o0s agentes de
acordo com a presente invencgdo sdo dramaticamente potentes in
vivo na remocdo da proteina alvo da circulacgdo, ao fazer com que
esta seja rapidamente removida. A presente invencdo proporciona
moléculas de farmaco que se ligam especificamente as proteinas
alvo 1individuais e, depois, sofrem a capacidade normal,
extremamente sensivel, do corpo para reconhecer e destruir
proteinas autdlogas que sofreram alteracdes de conformacdo ou

organizacéo.

A  funcdo fisioldégica normal de cada proteina depende,
criticamente, da sua conformacdo e/ou organizacdo molecular
apropriada e © corpo apresenta mecanismos poderosocs para
detectar e destruir proteinas gue estédo danificadas, agregadas
ou mal estruturadas. O ©objectivo da ©presente invencdo ¢é
seleccionar, especificamente, proteinas individuais e causem a
sua identificacdo pelos préprics mecanismos fisioldgicos do
Ccorpo, como necessitando de rapida remocdo e destruicdo. De modo
a alcancar este efeito, a invencdc utiliza, de um modo
vantajoso, agentes palindrdémicos gque agregam as proteinas como

dimeros ou agregados de ordem superior.

A afinidade de <cada dinteraccdo no local de ligacéo
proteina-ligando individual n&oc necessita de ser particularmente
elevada desde que o ligando seja especifico para cada proteina

alvo. E possivel gque wuma constante de dissociacdo até



10 milimolar seja suficiente. No entanto, & preferido que a
constante de dissociacdo ndoc seja superior a 1 milimolar, de um
modo mais preferido, inferior a 100 micromolar, de um modo muito
preferido, inferior a 10 micromolar. A afinidade &, de um modo
preferido, da ordem dos micromolar ou superior. Verificou-se que
a afinidade em micromolar & suficiente no caso da SAP, embora

seja claramente desejavel a afinidade mais elevada possivel.

Nos agentes da presente invencdo, embora o0s ligandos possam
estar directamente ligados entre eles através de uma ligacédo
covalente, 08 ligandos estéo, de um  modo preferido,
covalentemente co-ligados através de um elemento de ligacéo.
Isto permite que os ligandos estejam suficientemente separados
espacialmente, pelo que podem estar ligadas varias proteinas
alvo ao agente sem qgue uma proteina que impeca a ligacdo da
outra proteina ou proteinas. Onde o agente apresente dois
ligandos, o elemento de ligacdo & tipicamente linear, uma
estrutura geral preferida é ligando-elemento de ligacdo-ligando.
Isto ¢é convenientemente denominado wum ‘“palindroma” para os

objectivos do presente pedido.

No <caso da SAP, uma classe de agentes compreende as
D-prolinas de férmula apresentada acima, de um modo preferido,
acido (R)-1-[6-(R) -2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-
hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilicco ou um seu sal ou mono- ou

diéster farmaceuticamente aceitavel.

O agente pode ser utilizado para remover populacdes
indesejadas de proteinas do plasma de individuos humanos ou
animais. Nas razdes molares apropriadas de agente para proteina
alvo, o agente forma ligag¢des cruzadas com pares de moléculas de

proteina para produzir complexos que s&o reconhecidos no corpo



como anormais e sao, depois, rapidamente removidos e
catabolisados. Isto conduz a remocd&o substancial ou completa da

proteina alvo e confere beneficio terapéutico.

As composicdes farmacéuticas podem ser formuladas
compreendende um agente de acordo com a presente invencédo
incorporando, opcionalmente, um excipiente, diluente ou wveiculo
farmaceuticamente aceitéavel. As composicles farmacéuticas podem
estar na forma de um pré-farmacc compreendendo © agente ou um
seu derivado que se torna activo apenas quando metabolizado pelo
receptor. A natureza e quantidades exactas dos componentes de
tais composicdes farmacéuticas podem ser determinadas
empiricamente e estardo dependentes, em parte, da via de
administracdo da composicdo. As vias de administracdo ao

receptor incluem oral, bucal, sublingual, por inalacdo, toépica

(incluindo ofté4lmica), rectal, vaginal, nasal e parentérica
(incluindo intravenosa, intra-arterial, intramuscular,
subcutdnea e intraarticular). Para conveniéncia de utilizacéo,

as dosagens de acordo com a presente invengdo sdo, de um modo
preferido, administradas oralmente mas isto 1rd depender do
farmaco presente e da sua biodisponibilidade. Uma dosagem tipica
serd de 50 a 500 mg por dia oralmente ou por infusdo intravenosa
continua ou injeccdo subcuténea intermitente, por exemplo, de
acido (R)-1-[6-(R) -2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-

hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilico.

Breve Descricdo da Figuras

A presente invencdo serd agora descrita em maior detalhe,
apenas por meio de exemplo, com referéncia aos seguintes

Exemplos e as Figuras que os acompanham, nas quais:



A Figura 1 apresenta a estrutura tridimensional cristalina por

raio-X da SAP complexada com um agente da presente invencédo;

A Figura 2A apresenta uma vista detalhada da Figura 1 e a Figura
2B apresenta uma representacdo alternativa detalhada de parte da

Figura 1;

A Figura 3 apresenta o efeito de um agente da presente invencgdo

na SAP em murganhos in vivo;
A Figura 4 apresenta o efeito da infusdo de um agente da
invenc&o nos valores da SAP plasmatica em doentes com amiloidose

sistémica;

A Figura 5 apresenta o efeito do agente ao longo de seis horas

utilizando cintigrafia com 1231_gap;

A Figura 6 apresenta o efeito do agente até 48 horas utilizando

cintigrafia com 123 1-5aP;

A Figura 7 apresenta a concentracido plasmatica do agente e o seu

efeito na SAP durante infusdo intravenosa; e

A Figura 8 apresenta o efeito da injeccdo subcuténea do agente

em doentes com amiloidose sistémica.
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Descricdo Detalhada da Invencédo

EXEMPLOS

COMPONENTE P AMILOIDE DO SORO E ACIDO (R)-1-[6-(R)-2-
CARBOXI-PIRROLIDIN-1-IL]-6-0X0-HEXANOIL]PIRROLIDINA-2-
CARBOXILICO

Foi idealizadc um método para avaliar e testar a ligacdo de
inibidores do componente P amildéide do soro (SAP) a fibrilas
amildides in vitro e utilizado em colaboracidc com F Hoffmann-La
Roche Ltd para identificar uma molécula principal adequada para
o desenvolvimento de farmaco. Consegquentemente, foram avaliadas
bibliotecas de compostos candidatos. O programa de colaboracédo
de quimica médica subsequente conduziu a sintese de uma familia
de moléculas de é&cido dicarboxilicc contendo anel pirrolidona,
das quais a mais estudada é o acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-
pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico. Esta
molécula e compostos relacionados (documento EP-A-0915088) séo
inibidores moderadamente potentes da ligac&o da SAP as fibrilas
amildéides in vitro, com valores ICs; de cerca de 0,5-1,0 pM. No
entanto, sdo todos inibidores mais potentes que o composto
principal original, que foi 1-(3-Mercapto-2-metil-1-oxopropil)-

D-prolina, contendo apenas um anel D-prolina e carboxilato.

A SAP é um pentamero com 5 protémeros idénticos associados
ndo covalentemente, cada um suportando um Unico local de ligacgédo
de ligando dependente de céadlcic numa face planar, a face de
ligacdo (B) da molécula (9). Na auséncia de célcio, a SAP humana
forma dimeros decaméricos estéveis, provavelmente, via
interaccdes face A para face A (l1). Na presenca de céalcio, a

SAP humana isolada agrega rapidamente e precipita, como um
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resultado da formacdo de malha molecular devido a ligacdo do
carboxilato exposto do residuo Glule7 numa molécula SAP, pelo
local de 1ligacdo do 1ligando dependente de célcio de outra
molécula de SAP (12, 13). Esta autoagregacdo da SAP é inibida
por outros ligandos aos quais a SAP se liga e, neste aspecto,
todos o0s presentes inibidores da ligacdo da SAP a fibrilas
amiléides foram activos. No entanto, verificou-se agqui que a
poténcia superior do Aacido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-
il]-6-oxo-hexanoillpirrolidina-2-carboxilico e compostos
relacionados, como inibidores da ligacdo da SAP a fibrilas
amildéides in vitro, resulta da sua capacidade para reticular
pares de moléculas SAP. A estrutura palindrémica do é4cido
(R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirro-
lidina-2-carboxilico permite-lhe ndo s6 bloquear os locais de
ligacdo do ligando em protémeros SAP individuais, mas também
podem reticular pares de moléculas SAP pentaméricas para formar
dimeros decaméricos B-B <frente a frente. A anélise por
filtracdo gel de misturas de SAP isolado com &cido (R)-1-[6-(R)-
2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexancil]pirrolidina-2-
carboxilico, em razbdes entre equimolar e 100 vezes excesso molar
de farmaco (peso molecular de 340 Da) para protdémeros de SAP
(25462 Da), mostra que todo a SAP é decamérica (Tabela 1). No
entanto, a 128 vezes ou malor excesso molar de farmaco, todo a
SAP é eluida num volume correspondendo a sua forma pentamérica
isolada, porgue cada local de ligacdo esta, ent&o, ocupado por
uma molécula de acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-11]-6-
oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico diferente, impedindo a

reticulacdo e dimerizacéo.
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Tabela 1. Organizacdo molecular de SAP pura isolada na
presenca de &acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-

hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico in vitro

Razdo molar Calcio | Proteina | Volume de | Organizacgéo

farmaco:proteina | presente eluigédo molecular
(mL)

Sem farmaco - CRP 12,28 Pentémero
Sem farmaco + CRP 12,81 Pentémero
1:1 + CRP 12,58 Pentamero
10:1 + CRP 11,96 Pentéamero
Sem farmaco - SAP 10,93 Decédmero
1:1 + SAP 10,97 Decémero
10:1 + SAP 10,97 Decamero
128:1 + SAP 12,55 Pentémero

A  proteina C reactiva (CRP) & wuma pentraxina muito
relacionada com a SAP. Amostras de SAP ou CRP humana pura
isoladas foram misturadas com acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-
pirrolidin-1-il1]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico nas
proporcdes molares apresentadas, no que se refere ao protémero
pentraxina, em solucdo salina tamponada com Tris pH 8,0 de forga
idénica fisioldégica e analisadas por cromatografia de excluséo
molecular precisamente como descrito anteriormente (14). As
misturas e os eluidos da coluna continham cédlcio 2 mM ou néo
continham calcio e as concentracdes de farmaco apropriadas para
manter as proporc¢des molares acima indicadas. Na auséncia de um
ligando especifico ao qual se possa ligar, a SAP humana

purificada ¢é insolGvel na presenca de calcio e é eluida como
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agregados de elevado peso molecular no volume vazio da coluna
(14) . No entanto, na auséncia de cédlcio e ligando, a SAP isolada
sozinha forma decdmeros estédveis, proporcionando um excelente
marcador para o volume de eluicgdo desta organizacdo molecular
(L4) . A CRP humana ¢é uma pentdmero estavel na presenca ou
auséncia de céalcio e, assim, proporciona um potente marcador

para a posicdo de eluicdo dessa forma molecular (14).

O modelo molecular de duas moléculas de SAP pentaméricas
nativas reticuladas por ligacdo entre elas da molécula de &acido
(R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-0ox0-
hexanoillpirrolidina-2-carboxilicco palindrémico é confirmado
pela estrutura tridimensional cristalina por raio-X do complexo
de SAP com o farmaco na presenca de calcio, como apresentado nas
vistas representativas abaixo (Figs 1 & 2). Estas observagdes
sdo consistentes com as observac®es publicadas sobre o complexo

SAP-dAMP (10) e a anadlise cromatografica (Tabela 1).

Estudos experimentais do &cido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-
pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico in

vivo

Os estudos in vivo da 1-(3-Mercapto-Z-metil-l-oxopropil)-D-
prolina, o composto principal original, mostram que inibe a
ligagéao da SAP a depdsitos de amiléide induzidos
experimentalmente em murganhos e dissociam a SAP que Jj& esté
ligada nos depdsitos. Estudos com o 4&cido (R)-1-[6-(R)-2-
Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]lpirrolidina-2-
carboxilico confirmaram que & mais activo, nestas situagdes, do
que a 1-(3-Mercapto-2-metil-l-oxopropil)-D-prolina. A poténcia

do acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-0ox0-
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hexanoillpirrolidina-2-carboxilico in wvivo foi inicialmente
considerada como sendo consistente com o seu valor ICsp mais
baixo in vitro. No entanto, a organizacdo decamérica de
moléculas de SAP pentamérica, induzida pela capacidade de
reticulacdo do farmaco palindrémico, & uma configuracéo
molecular anormal que, de acordc com a presente invencdo, seré
reconhecida in vivo e rapidamente removida de circulacido. Esta
accdo do farmaco, conduzindo a eliminacdo massiva da SAP do
plasma, faz uma contribuicdo critica para a remocdo da SAP dos
depdsitos de amildide porgue a SAP no amildide &€ derivada de, e

estd em equilibrio com o conjunto de SAP no plasma.

0 acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-0ox0-
hexanoillpirrolidina-2-carboxilicc ndo fol metabolisado em
murganho e fol muito rapidamente excretado, predominantemente,
na urina, com uma pequena quantidade na bilis. No entanto, mesmo
a 1injeccdo intraperitoneal ou subcutdnea intermitente de Aacido
(R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirro-
lidina-2-carboxilico inibe a absorcido de marcador de SAP humana
marcada com radiocactividade em depbsitos de amildéide AR
induzidos experimentalmente em murganhos. Quando o Aacido
(R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanocil]pirroli-
dina-2-carboxilico foi administrado por infusdo continua durante
5 dias através uma bomba osmdética interior, dissocia o marcador
de SAP humana marcada com radiocactividade, com o qual os
depbsitos de amildéide foram anteriormente carregados, e toda a
SAP endbgena do murganho nos depdsitos (Fig. 3). Mesmo
50 ng/kg/dia de acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-i1]-6-
oxo-hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilico dissociou,
significativamente, a SAP humana dos depdsitos (ndo
apresentado), mas fol necessario 1,5 mg/kg/dia para dissociar,

significativamente, qualquer SAP de murganho endbdgena e existiu
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um evidente efeito de resposta a dose até 15 mg/kg/dia, que
removeu toda a SAP do murganho. (Fig. 3). Uma Unica injeccéo
intraperitoneal de 5 mg de Acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-
pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico
acelerou a remocdo plasmatica de marcador de SAP humana marcada
com radicactividade em murganhos normais, mas ndo teve efeito
significativo na remocdo de SAP de murganho marcada com
radicactividade (Fig. 3). No entanto, gquando a SAP humana ou de
murganho, marcada com radiocactividade foi pré-incubada com acido
(R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanocil]pirroli-
dina-2-carboxilico in vitro, antes de injecgdo intravenosa em
murganhos normais, ambos o©s marcadores foram removidos de um
modo extremamente rapido (Fig. 3). O complexo SAP-acido
(R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirroli-
dina-2-carboxilico & evidentemente reconhecide como anormal
in vivo e rapidamente removido da circulacéo, mas &,
aparentemente, formado e/ou removido de um modo menos eficaz
in vivo com SAP de murganho em comparacdo com SAP humana. De um
modo notavel, apesar da biodisponibilidade oral muito limitada,
a administracdo de &cido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-
il]-6-oxo-hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilico na &agua de beber de
murganhos transgénicos para SAP humana, que apresentam valores
plasmaticos médios de cerca de 80 mg/L de SAP humana, elimina
rapidamente a sua SAP humana em circulacdo (Fig. 3). Os animais
transgéniccs para a SAP humana ndo apresentam qualquer SAP de
murganho em c¢irculacdo, mas nem &a administracdo oral nem a
injecgdo intermitente ou infus&o continua de &cido (R)-1-[6-(R)-
2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-
carboxilico, a murganhos normais do tipo selvagem, provocaram a

eliminac&o da sua SAP em circulacéo.

16



Estudos clinicos do acido (R)-1-[6- (R) -2-Carboxi-
pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico na

amiloidose humana

0 acido (R)-1-[6-(R) -2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-
hexanoillpirrolidina-2-carboxilico foili administrado durante 48 h
por infusdo intravenosa a 8 doentes com amiloidose sistémica
(7 com tipo AL e um com tipo AA), um doente com pouca amiloidose
AL  localizada e um que ¢é 9portador da wvariante Alac0
transtiretina amiloidogénica, mas sem amiloidose c¢linica.
Ocorreu a eliminagdo dramatica, rapida e consistente de SAP em
circulacdo em todos os individuos. Em estudos iniciais com
infusdo continua lenta, a concentracdo de SAP comecou a diminuir
quando foram administradas cerca de 2 mg de &cido (R)-1-[6-(R)-
2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-
carboxilico e em estudos subsequentes esta quantidade foi, por
esse motivo, injectada como um bolus no inicio, seguida por
infusdo nas taxas apresentadas (Fig. 4). Numa taxa de infusdo de
0,1 mg/kg/dia, a eliminacdo de SAP foi mais lenta e menos
completa, mas a 0,25 mg/kg/dia e todas as taxas superiores
até um maximo de 6 mg/kg/dia, a SAP foi quase completamente
removida do plasma no fim da infusdo, independentemente da carga
amildéide (Fig. 4). No entanto, apds a conclusdo da infusdo do
farmaco, a concentracgdao plasmatica de SAP regressou,
rapidamente, ao normal nos individuos com pouca ou nenhuma
amildide, enquanto esta recuperagdo foil retardada de um modo
acentuado em individuos com amiloidose significativa. No doente
com uma carga amildide muito forte, a concentracdo plasmatica de
SAP permaneceu abaixo de 25% do seu valor inicial, 20 dias apds
a infusdo. A maior parte da produc&o didria de SAP, que & de
cerca de 50-100 mg por dia (15), foi, evidentemente, distribuida

nos depdsitos de amildide antes de se tornar disponivel para
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encher o conjunto plasmatico. Isto é uma prova indirecta muito
forte que mesmo uma breve infusdo de 4acido (R)-1-[6-(R)-2-
Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-

carboxilico eliminou, substancialmente, a SAP associada a

amildide.

A prova directa da eliminacgdo de SAP da amildide nos org&os
e para o mecanismo de accdo do acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-
pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico foi
obtida por cintigrafia quantitativa de corpo inteiro utilizando
2I-SAP como um marcador. Cada doente recebeu uma dose

1231_spP 24 h antes do inicio da infusido do &cido

convencional de
(R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-0ox0-
hexanoillpirrolidina-2-carboxilico e foi analisado imediatamente
antes do tratamento para proporcionar uma imagem de linha de
base e valores da localizacdo do marcador para os depdsitos de
amildide. Foram, depois, analisados em intervalos depois disso,
até ao fim de 48 h de infusdo. O acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-
pirrolidin-1-11]-6-oxo-hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilico
provocou a remocao draméatica de marcador do plasma,
paralelamente de modo exacto em ambas as imagens de cintigrafia
e nas contagens das amostras de sangue, a eliminacdo de SAP
monitorizada por ensaic imunitario do soro. 6 h apds o inicio do
tratamento e, persistindo depois disso, o sinal do conjunto de
sangue virtualmente desapareceu (Figs. 5, 6) e ocorreu uma
evidente acumulac¢do de marcador no figado, identificando este
bdrgdo como o local para o qual a &cido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-
pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico

provoca a remocdo de SAP em circulagdo. Simultaneamente,
verificou-se uma diminuicdo acentuada na retencdo de marcador
nos depdsitos de amildide em todos os outros locais,

exemplificados pelos ba¢o e rins, em contraste com a situacdo
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normal em doentes de controlo com amiloidose n&oc tratados

(Tabela 2; Fig. 6).

Tabela 2. Acido (R) -1-[6- (R) -2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-
oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico remove, rapidamente, a
SAP em circulacgdo para o figado e elimina a SAP de depdsitos de

amildéide viscerais

Retencdo de I-SAP [média (SD)%]
Figado Baco
Tratamento | Tempo antes da N° de Tempo depois da N° de
injecgdo de doentes injecgdo de doentes
marcador marcador
24 h 48 h 24 h 48 h
Nenhum 100 78 (8) 12 100 86 (25) 14
Farmaco 100 125(10) 7 100 54 (18) 7
P<0, 0001 pP=0,008

Todos os doentes apresentavam amiloidose AL sistémica e
receberam uma dose de marcador intravenosa convencional de
I-SAP ao tempo zero. Apds obtencdo de imagens por cintigrafia
quantitativa do corpo total as 24 h, a absorcdo no figado e bago
foram consideradas como 100% para cada individuo. A infusdo
intravenosa do féarmaco acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-
1-il]-6-oxo-hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilico foi, depois,
iniciada e a cintigrafia com as contagens dos o6érgdos foi
repetida as 48 h. Os controlos ndo receberam tratamento. A

significéncia das diferencas entre os dois grupos foi avaliada

pelo teste de t.
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Foi demonstrado, anteriormente, em murganhos que o figado
e, especialmente, o hepatdcito é o Unico local significativo de
remocdo e catabolismo de SAP humana e de murganho in vivo (16).
Além disso, a SAP asialo-humana é removida, instantaneamente,
pelo figado no homem, via o receptor asialoglicoproteico do
hepatdécito e este processo foi analisado por imagens, utilizando
1237_gAP asialo-SAP (17). Evidentemente, o &acido (R)-1-[6-(R)-2-
Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-
carboxilicc desencadeia, de um modo semelhante, a réapida
absorcdo hepatica de SAP in vivo, conduzindo a eliminacgéo
virtualmente total da SAP em circulacdo. Isto promove a
redistribuicido de SAP dos tecidos para o plasma e suplementa o
efeito do 4cido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-
hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilico como um inibidor competitivo
da ligacdo da SAP as fibrilas amildides, conduzindo, deste modo,

a remoc¢do altamente eficaz d SAP dos depdsitos de amiléide.

A poténcia do éacido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-
il]l-6-oxo-hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilico na eliminacdo da
SAP em circulacdo foli notével, com os valores de SAP diminuindo
quando a proporcdo de concentracdo de farmaco para pentamero SAP
no plasma se aproximou de equimclar (Fig. 7). Estudos de
filtracdo em gel in vitro mostraram que mesmo esta concentracdo
muito baixa de farmaco é suficiente para produzir alguns diméros
de SAP (Tabela 3), isto é pares de moléculas de SAP pentaméricas
reticuladas por moléculas de 4cido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-
pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico para
formar a organizacdo decamérica observada na estrutura de
cristal (Figs. 1, 2). ©Esta &, evidentemente, a espécie

reconhecida como anormal e rapidamente removida pelo figado.
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Tabela 3. Organizacdo molecular de SAP em soro humano total
na presenca de acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-

oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico in vitro

Razdo molar Calcio Proteina | Volume de | Organizagédo
farmaco:proteina | presente eluigéo molecular
(mL)
Sem farmaco - CRP 12,0-12,5 Pentdmero
Sem farmaco + CRP 12,0-12,5 Pentémero
1:1 + CRP 12,0-12,5 Pentémero
10:1 + CRP 12,0-12,5 Pentédmero
100:1 + CRP 12,0-12,5 Pentdmero
Sem farmaco - SAP 10,5-11,5 Decamero
Sem farmaco + SAP 7,0-8,0 Agregados de
elevado PM
1:1 + SAP 7,0-8,0 & | Agregados de
10,0-10,5 elevado PM
10:1 + SAP 7,0-8,0 & | Agregados de
10,0-10,5 elevado PM
100:1 + SAP 10,0-10,5 Decédmero

Aliquotas de um 4uUnico conjunto de soro humano normal,
contendo SAP e CRP, foram misturadas com acido (R)-1-[6-(R)-2-
Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxili-
Cco nas proporc¢des molares apresentadas, no que se refere ao
protémero pentraxina e analisadas por cromatografia de exclusédo
molecular, precisamente como descrito anteriormente (14). As
misturas e os eluidos da coluna continham quer ides de célcio 2
mM ou ndo continham ides de calcio e as concentracdes de farmaco
apropriadas para manter as propor¢des molares acima indicadas. A

SAP no soro total é& uma organizacido pentamérica soltivel estéavel
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de protdémeros, estabilizada pela presenca da concentracdo de
albumina no soro normal, elevada. No entanto, como a SAP &
separada da albumina do soro durante a filtracdo em gel com um
eluente contento calcio, a SAP autoagrega-se e ¢é eluida
inteiramente como polimeros de elevado peso molecular no volume
vazio da coluna. Isto ocorre porque, na auséncia de um ligando
egpecifico ao qual se possa ligar, a SAP humana isolada &
insolGvel na presenca de calcio (14). No entanto, na auséncia de
calcio, onde ndo pode ocorrer ligacdo de ligando ou
autoagregacdo, a SAP forma decameros estaveils, proporcionando um
excelente marcador para o volume de eluicdo desta organizacgdo
molecular (14). A CRP humana ¢é um pentdmero estidvel quer na
presenca ou auséncia de calcio e, assim, proporciona um potente
marcador para a posicdo de eluicido dessa forma molecular (14).
Mesmo numa concentracdo equimolar do farmaco, alguma da SAP foi
solubilizada como complexos féarmaco-decdmero estaveis e a 100
vezes de excesso molar de farmaco, toda a SAP estava nesta

forma.

A poténcia do 4cido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-
il]l-6-oxo-hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilico foi confirmada pela
observacdo gue a injeccdo subcutdnea de apenas 0,25 mg/kg/dia,
administrada em doses divididas por 12 horas, proporcionou o
mesmo efeito na SAP plasmatica (Fig. 8) que a infuséo

intravenosa do farmaco.

Concluséo

0 acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-0ox0-
hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico direcciona especificamente a

SAP in wvivo, através da capacidade de 1liga¢cdo a ligando
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especifico da SAP, mas, adicionalmente, como uma consequéncia da
estrutura palindrémica do farmaco, de acordo com a presente
invencéo, provoca a agregacdo das moléculas de SAP pentaméricas
nativas em complexos decaméricos de farmaco-SAP que @ sdo
rapidamente removidos pelo figado. Este novo efeito ndo era
pretendido durante o desenvolvimento do é&cido (R)-1-[6-(R)-2-
Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-

carboxilico como um inibidor da 1ligagcdo da SAP a fibrilas
amildides e ndo foi procurado ou esperado. Representa um exemplo
bem documentado da presente invencdo e potencia, dramaticamente,
a dissociacdo da SAP dos depdsitos de amildide, que €& o
objectivo terapéutico na amiloidose. Tal eliminacéo
farmacoldgica direccionada de uma proteina plasmatica em
circulacdo representa um mecanismo novo, anteriormente néo
descrito, da accdo do farmaco com ampla aplicabilidade para

muitas proteinas e processos de doenca diferentes.

Legendas das Figuras

Figura 1. Estrutura tridimensional cristalina por raio-X de
SAP complexada com A&acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-

il]-6-oxo-hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilico.

Vista lateral mostrando duas moléculas pentaméricas de SAP
semelhantes a disco (9, 10), reticuladas por cinco moléculas de
acido (R)-1-[6-(R) -2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-0x0-
hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico, os residuos de D-prolina
terminais de cada uma assentando na bolsa de ligacdo do ligando

dependente de célcio dos protdmercs apostos.
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Figura 2. Estrutura tridimensional cristalina por raio-X de
SAP complexada com é&acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-

il]l-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico.

Vistas detalhadas mostrando duas representacdes diferentes
dos residuos de ligacdo do ligando nas bolsas de ligacdo de
ligando dependentes de calcio, de dois protdmeros apostos de
moléculas de SAP diferentes e a densidade electrdnica e/ou
estrutura molecular do acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-
1-i1]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico assente entre

eles.

Figura 3. Efeitos do  acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-
pirrolidin-1-i11]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico sobre
a SAP em murganhos in vivo. Painel superior: a grupos de 10
murganhos de idade, sexo e pesc coincidentes com amiloidose AA
sistémica reactiva induzida experimentalmente, foi administrado
uma dose de carregamento isolada de SAP humana marcada com 11
no dia 1 e receberam minibombas osmdéticas implantadas que
distribuem as doses apresentadas do 4cido (R)-1-[6-(R)-2-
Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxili-
co (designado nas figuras como “desapina” por conveniéncia). A
remocdo dos depdsitos de amildide, catabolismo e excrecdo do
marcador de SAP humana foram monitorizados, globalmente, pela
contagem do corpo todo dos murganhos (esquerda) e foi
determinada a quantidade total da SAP de murganho nos 6rg&os
amiloidéticos apds o sacrificio dos animais no dia 5 (direita).
Painel central, esquerda: 4 grupos, cada um, com 10 murganhos de
idade, sexo e peso coincidente, com amiloidose AA sistémica
reactiva induzida experimentalmente, receberam uma injeccéo

125
I

intravenosa de SAP de murganho ou humana pura marcada com ao

tempo zero e foram, depois, sangrados apds 15 minutos e aos
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outros tempos apresentados. Imediatamente apds os 15 minutos de
sangramento, dois grupos, um que recebeu SAP humana e o outro
SAP de murganho, receberam uma injeccdo intraperitoneal isolada
de 5 mg de acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-1l1]-6-oxo-
hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilico (desapina). O marcador que
permaneceu em circulacdo é expresso como a percentagem média
(SD) da quantidade ao ponto de tempo 15 minutos para cada grupo.
Painel central, direita: grupos, cada um, de 10 murganhos de
idade, sexo e peso coincidentes, com amiloidose AA sistémica
reactiva induzida experimentalmente, receberam uma injeccéo

1251 a0

intravenosa de SAP de murganho ou humana pura marcada com
tempo zero e foram, depois, sangrados apds 15 minutos e aos
outros tempos apresentados. Num de cada um dos pares dos grupos
que receberam SAP de murganho ou humana respectivamente, o
marcador tinha sido misturado com &acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-
pirrolidin-1-i11]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico

(desapina) e incubado in vitro antes da injec¢do nos animais. O
marcador que permaneceu em circulacdo é expresso como a média
(SD) da radicactividade total por grama de sangue em cada grupo.
Painel inferior: efeito da administracido de A&cido (R)-1-[6-(R)-
2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-

carboxilico (desapina) na éagua de Dbeber as concentracdes
apresentadas, nos valores de SAP humana em circulacdo em
murganhos transgénicos para a SAP humana. Murganhos com,

aproximadamente, 20 g de peso corporal consomem cerca de 3 mL de

agua por dia.

Figura 4: Efeito da infusdo intravenosa de acido (R)-1-[6-
(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-
carboxilicc nos valores de SAP no plasma em doentes com
amiloidose sistémica. Os doentes com formas diferentes de

amiloidose sistémica e com cargas amildides variadas receberam
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as doses do farmaco apresentada durante um periodo de 48 h. Os
valores de SAP em circulacdo foram determinados por ensaio
electroimunitdrio (18) em amostras recolhidas durante e apds a
infusdo, nos tempos apresentados. Cada linha representa um
doente individual diferente.

Figura 5. Cintigrafia com '*’

I-SAP de corpo inteiro, antes e
© h depois do inicio da infusdo de é&cido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-
pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilico. Este
doente, com uma carga moderada de amildéide AL no baco e rins,
apresentava um ruido de fundo considerdvel no conjunto do sangue
de marcador no coracdoc e em circulacdoc antes da administracdo do
farmaco. As 6 h, o ruido de fundo no conjunto do sangue estéa
completamente ausente e o figado, que é o TUnico local de
catabolismo da SAP in vivo (le, 17), tinha capturado o marcador
embora a 1intensidade do sinal da SAP do baco e rins
amiloiddéticos seja significativamente reduzido (contagens dos
6rgdos nédo apresentadas).

Figura 6. Cintigrafia com '*’

I-SAP de corpo inteiro, antes,
24 h e 48 h depois do inicio da infusdo de acido (R)-1-[6-(R)-2-
Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxili-

co. Este doente, com uma carga moderada de amildide AL no baco e
rins, apresentava um ruidc de fundo considerdvel do conjunto do
sangue do marcador no coracdoc e em circulacdoc antes da
administracdc do farmaco. As 24 h e 48 h, o ruido de fundo no
conjunto do sangue estd completamente ausente e o figado, gque é
o0 Unico local de catabolismo da SAP in vivo (16, 17), tinha
capturado o marcador e o0s produtos do catabdlicos estdo a ser
excretados na urina, como apresentado pelo sinal na bexiga. A

intensidade do sinal da SAP do baco e rins amiloidéticos é

significativamente reduzida: as 24 h as contagens no baco sdo
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% em relacdo ao tempc 0, rins 77%; as 48 h, baco 54%, rins

Figura 7. Concentracdo plasmética de &cido (R)-1-[6-(R)-2-
Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-

carboxilicc e da SAP durante 48 h de infusdo.

Dois doentes individuais com amiloidose sistémica e cargas
de amildéide moderada receberam 4acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-
pirrolidin-1-i11]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico
(desapina) por infuséo intravenosa  as taxas constantes
apresentadas. As concentracdes de SAP em circulacdo comecaram a
diminuir guase imediatamente e atingiram metade do valor quando

as concentracgdes de farmaco e protdémero SAP foram equimolares.

Figura 8. FEfeito da administracdo de é&cido (R)-1-[6-(R)-2-
Carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-
carboxilico, por injeccdo subcuténea, nos valores de SAP em

circulacdo e retencdo de marcador '*I-SAP nos 6rgdos viscerais.

As doses de acido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-1i1]-
6-oxo-hexanoil]lpirrolidina-2-carboxilico (desapina) apresentadas
foram administradas por injeccdes subcutdneas com intervalos de
12 horas a dois doentes individuais com amiloidose sistémica e
com cargas de amildéide pequena e moderada, respectivamente. O
desaparecimento da SAP em circulacdo fol efectivamente igual ao
observado durante a infus&o intravenosa do farmaco e no doente
ilustrado no painel direito, que recebeu uma dose de marcador de
123I—SAP, foi observada uma acumulacdc de SAP no figado e remocdo

acelerada do baco.
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REIVINDICACOES

Utilizacdo de um agente para a preparacdo de uma composicéo
para o tratamento de um individuo com um distarbio
provocado por uma proteina patogénica, por eliminacdo
terapéutica da proteina patogénica do plasma do individuo;
em que o tratamento compreende administrar, ao sujeito, uma
dosagem do agente suficiente para a eliminacdo terapéutica;
em que o agente compreende varios ligandos, covalentemente
co-ligados, de modo a formar um complexo com varias
proteinas na sua presenca; em gue, pelo mencs, dois dos
ligandos s&o iguais ou diferentes e sdo capazes de estar
ligados através dos locais de ligacdo do ligando presentes

nas proteinas; e em que

a proteina patogénica é o componente P amiléide do soro

(SAP) e 0 agente é& uma D-prolina de férmula

em que

R é o grupo



¢ hidrogénio ou halogéneo;

& -(CHy)a—; -CH(R®) (CHy)o—; -CH.O(CHy)n—; -—CHNH-;
benzilo, -C(R?)=CH-; -CH,CH(OH)-; ou tiazol-2,5-
dilo;

é& -5-S-; -(CHy),-; -0-; -NH-; -N(R®)-; -CH=CH-;
-NHC (O)NH-;  -N(R’)C(O)N(R")-; -N[CH,CeH: (OCHs),]~;
-N(CH;CgHs) =7 -N(CH;CgHs) C (O) N (CH,CeHs) =
-N(alcoxialqguilo)-; N(cicloalguil-metil) -;
2,6-piridilo; 2,5-furanilo; 2,5-tienilo;
1,2-ciclo-hexilo; 1,3-ciclo-hexilo; 1,4-ciclo-

hexilo; 1,2-naftilc; 1,4-naftilo; 1,5-naftilo;
1,6-naftilo; bifenileno; ou 1,2-fenileno,
1,3-fenileno e 1,4-fenileno, em gue 0SS Jgrupos
fenileno s&oc opcionalmente substituidos com 1-4
substituintes, seleccionados de halogéneo,

alquilo inferior, alcoxilo inferior, hidroxilo,

carboxilo, -CO0-alguilo inferior, nitrilo,
5-tetrazole, (2-4cido carboxilico pirrolidin-1-
il)-2-oxo-etoxilo, N-hidroxicarbamimidoilo,

5-oxo0[1,2,4]oxadiazolilo,
2-oxo[1l,2,3,5]loxatiadiazolilo,
5-tioxo[1,2,4]oxadiazolilo e 5-terc-

butilsulfanil[l,2,4] oxadiazolilo;



X' é -(CHz)n—; -—(CHz)sCH(R)-; -(CH2).OCHz-; -NHCHz-;
benzilo, -CH=C(R*)-; -CH(OH)CH,; ou tiazol-2,5-

diilo;

R’ é¢ algquilo inferiocr, alcoxilo inferior ou benzilo
e

n é 0-3,

ou um seu sal ou mono- ou diéster farmaceuticamente

aceitavel.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que cada
ligando é seleccionado para ser ligado pela proteina com
uma constante de dissociagdo que ndo é superior a

1 milimolar.

Utilizacdoc de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
D-prolina é o éacido (R)-1-[6-(R)-2-Carboxi-pirrolidin-1-
il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidina-2-carboxilico ou um seu sal

mono- ou diéster farmaceuticamente aceitéavel.
Utilizacdo de acordo com gualgquer uma das reivindicacgdes 1
a 3, em que a dosagem esté na gama desde 0,1 a 6 mg/kg por

individuo/dia.

Lisboa, 17 de Maio de 2007



1/8

Figura 1



2/8

Fig. 2A



3/8

o
NG

St

ke
[

e




l-humana (%)

125

SAP

25T _gnp (%)

(mg /L)

SAP humana

120
100

4/8

o
3
Controlos com o
apenas agua el
=
@
o
G
3
g
0}
Tracamento com E
desapina «
v
T L} T T T 1
Dias de tratamento
QSA? de murganho
@522 de murganho, desapina i.v. a 1% min
DSA? humana

.SA? humana, dessapina i.v. a 15 min

0" T T T T T \
0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)
120-.........
1001 1 ng/nL 100 pg/mL

Desapina na agua de beber

20

r T T

0 4 8 16

T
Tempo apés o inicic do
farnaco {dias)

2104
180+
150-
120

)
<

(x10°)

-
(9]

Sangue c.p.m./g

Figura 3

B figado
n] kago

0156 5§ 156 50

Dose de desapina
(mg/kg/dia)

QSAP de nurganho
@®52P de nurganho pré-nisturada com desapina
OS2AP humana

MSAP humana pré-misturada com desapina

12 16 20 24
Tempo (h)



(%)

SAP no plasma

(%)

SAP no plasma

(%)

SAP no plasma

100

80+

100W

0

5/8

Amildéide _ocal cu ausente

02 mg bolus, depois, 0,1 mg/kg/dia
2 mg bolus, depcis, 0,25 mg/kg/dia

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tempo apds o inZcio do
farmaco (h)

Carga amildide pequena

00,5 mg/kg/dia

01 ng/kg/dia

A2 ng bolus; 6 mg/kg durante 12 h,
depois, 3,5 mg/kg/dia

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tempo &pés ¢ inicio do
farmaco (h)

Carga amildéide moderada
[3.45 ng/kg durante 8 h, 0 de 8-23 h
depois, 6 mg/kg/dia
02 ng bolus, depois, 0,5 mg/kg/dia

A A2 ng bolus, depois, 0,5 mg/kg/dia

0 6 1218 24 30 36 42 4
Tenpo apdés o inicic co
farmaco (h)

150
3 125
100
75

50

25

0

SAP no plasma

150
125+
100
751
50+
251

(%)

SAP no plasma

150+
125+

(%)

100

50
25

SAP no plasma

Figura 4

751

Y

5 10

15

0 20
Tenpco apés ¢ fim do
fédrmaco (dias)
0 5 10 15 20
Tenpo apdés o fim do
farmaco (dias)
0 5 10 15 20

Tempo apds o fim do

farmaco

(dias)



(%)

SAP noplasma

6/8

Carga amildide grande

100 150

g6 mg/kg/die 7 1251
% 100
T
3 759
2 501
: "
¢! —m——-——— 0= - r T !
0 6 1218 24 30 36 42 48 0 5 10 15 20
Tempo apés ¢ inicic dc “enmpo apés o fim do
farmaco (2) farmaco (dias)

Figura 4 (Cont.)



7/8

Anterior, tempo 0 Posteriozr, tempo 0 Arterior, 6 2 Posterior 6 h

Figura 5

Ant., tempo O Post., tempo 0 Ant., 24 h Post., 24 h Ant., 48 h Post., 48 h

Figura ©



O Desapina (ug/mL)

(%)

SAP no plasma

8/8

0,5 mg/ke/dia desapina i.v

1 mgy/kg/dia desapina i.v
durante 48 h g/xg/ P

duranze 48 h

-
=)
S
]
&
—
=)
S
n

0.5+
2
| v 525
04 75 - & 75
°© 2.0
0.3 o] 3
50 & 1.51 50
0.2 g g
) -4 1.0
0.1- 25 2 F25
' ES 80.5'
0- Eel——. 1) D oolg m——_EEEG,
0 12 24 36 48 0 12 24 36 48 60 72
Teripe (h) Terpo (h)
Figura 7
//
Carga amildide pequena Carga amiléd’de mocerada
1000 ' ) i
' 0,25 mg/kg/dia cesapina s.c ;0\'100 ‘\\ ’—250
80 ' . 80 afigade A[200
60 5 60 v 150
o]}
401 o 40 -100
o
\1
20-% < 20 ~g 7 s
0,25 ng/kg/dia desapina s.c
o 0 ol
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48

Tempo apdés o inicio do farmaco (h) Tempo  (h)

Figura 8

euseTd OouU JYS

(%)

Juod

opbIo ou suabe

(%)



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

