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RESUMO
"DERIVADOS DO ACIDO TIOLALQUILRBRENZOICO"

A presente invencgao refere-se a novos acidos
tiolalgquilbenzdicos, composicdes farmacéuticas e estojos de
diagnéstico compreendendo esses compostos e métodos de
utilizacdo desses compostos para inibir a actividade da
enzima NAALADase, detectar doencas em que o0s niveis de
NAALADase estao alterados, realizar actividade neuronal,
realizar actividade do TGF-beta, inibir a angiogénese e
tratar anormalidades do glutamato, neuropatia, dor,
perturbacdes compulsivas, doencas da prdéstata, cancros,

glaucoma, perturbacdes retinianas e cancro.



DESCRIGAO
"DERIVADOS DO ACIDO TIOLALQUILRBRENZOICO"

A presente invencao refere-se a novos compostos,
composicgdes farmacéuticas e estojos de diagndstico
compreendendo esses compostos e métodos de utilizacéao
desses compostos para inibir a actividade da enzima
NAALADase, detectar doencas em que 0s niveis de NAALADase
estdo alterados, realizar actividade neuronal, realizar
actividade do TIGF-J, inibir a angiogénese e tratar
anormalidades do glutamato, neuropatia, dor, perturbacdes
compulsivas, doencas da préstata, cancros, glaucoma e

perturbag¢gdes retinianas.

A enzima NAALADase, também conhecida como antigene
membranar especifico da préstata ("PSM" ou "PSMA") e
glutamato carboxipeptidase II ("GCP II") humana, catalisa a
hidrdélise do neuropéptido N-acetil-aspartil-glutamato
("NAAG") em N-acetilaspartato ("NAA") e glutamato. Com base
na homologia de sequéncias de aminocdcidos, a NAALADase foi

atribuida a familia de peptidases M28.

Estudos sugerem que inibidores da NAALADase podem ser
eficazes no tratamento de isquemia, lesdao da espinal-
medula, doencgas desmielinizantes, doenga de Parkinson,
Esclerose Lateral Amiotrdfica ("ALS"), dependéncia de
dlcool, dependéncia de nicotina, dependéncia de cocaina,
cancro, neuropatia, dor e esquizofrenia, e na inibicado da
angiogénese. Considerando o seu largo espectro de
aplicagdes potenciais, sao necessdrios novos inibidores da
NAALADase e composicdes farmacéuticas compreendendo esses

compostos.



RESUMO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a um composto de fdérmula
Ia, ou respectivo sal ou hidrato farmaceuticamente

aceitdvel:

em que:

R', R?’, R’ e R%, independentemente, sdo hidrogénio ou

C1-C3 alquilo, e

A', A%, A’ e A", independentemente, sdo hidrogénio, Ci-

Co algquilo, C;-Cs alcenilo, C;-Cs alcinilo, arilo,

heteroarilo, carbociclo, heterociclo, halo, hidroxi,

sulfidrilo, nitro, amino, c¢ilano, 1sociano, tiociano,
isotiociano, formamido, tioformamido, sulfo, sulfino,

C1-Co alquilsulfonilo, C;-Cy alcoxi, C,;-Cs alcenoxi,

fenoxi ou benziloxi,

em que o referido alquilo, alcenilo, alcinilo, arilo,

heteroarilo, carbociclo, heterociclo, alcoxi,

alcenoxi, fenoxi e benziloxi, independentemente, nao
estdo substituidos ou estdo substituidos com um ou
mais substituinte(s).

Numa forma de realizacao, Rl, Rz, R3, R4, A“, A° e A* sido
hidrogénio; e A' é hidrogénio, -(CH,),-W, ou -Y-(CHz),-W, em
que: n € 0 - 3; Y é 0, S ou NR em que R é hidrogénio ou Ci—
Cs, alquilo; e W é C1-Cs alguilo ou fenilo, em que W ndo esta
substituido ou estda substituido com C;-C4; alquilo, Ci-Cy4

alcoxi, carboxi ou halo.



A presente invencao também se refere a um composto de
férmula Ib, ou respectivo sal ou hidrato farmaceuticamente

aceitdvel:
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em que A', A%, A independentemente, sao hidrogénio,
C1-Co alquilo, C,-Cs alcenilo, C,-Cy alcinilo, arilo,
heteroarilo, carbociclo, heterociclo, halo, hidroxi,
sulfidrilo, nitro, amino, cilano, isociano, tiociano,
isotiociano, formamido, tioformamido, sulfo, sulfino, Ci1-Co
alquilsulfonilo, C;-C¢ alcoxi, C;-Co alcenoxi, fenoxi ou
benziloxi,
em que o referido alquilo, alcenilo, alcinilo, arilo,
heteroarilo, carbociclo, heterociclo, alcoxi, alcenoxi,
fenoxi e benziloxi, independentemente, nao estao
substituidos ou estao substituidos com um ou mais
substituinte(s),
em que, se Al for cloro, fluoro, amino ou tiometilo, entéo
A?, A’ e A* poderdo ndo ser todos hidrogénio
e em que pelo menos um dos Al, A?, A® e A* ndo é hidrogénio.
Numa forma de realizacéao, A%, A° e A' sido hidrogénio; e

A' é -(CH,),~Ar ou -Y-(CH;),-Ar, em que n é 0 - 3, Y é 0O, S

o8

ou NR em que R & hidrogénio ou C;-C, alquilo, e Ar
fenilo, nao substituido ou substituido com C;-C, alquilo,

carboxi ou halo.

Adicionalmente, a presente invencdo refere-se a um
método para 1nibir a actividade da enzima NAALADase,
detectar doencas em gue o0s niveis de NAALADase estao

alterados, realizar actividade neuronal, realizar



actividade do TGF-B, 1inibir a angiogénese ou tratar
anormalidades do glutamato, neuropatia, dor, perturbacdes
compulsivas, doencas da prdstata, cancros, glaucoma ou
perturbacgdes retinianas, que compreende administrar a um
mamifero necessitado dessa inibicgado, tratamento ou efeito
uma quantidade eficaz de um composto de fdérmula Ia ou Ib

como definido acima.

A presente invencdo também se refere a um método para
detectar uma doenca, perturbacado ou estado em que os niveis

de NAALADase estao alterados, que compreende:

(1) contactar uma amostra de tecido ou fluido corporal
com um composto de fdérmula Ia ou Ib, como definido
acima, em que o referido composto se liga a qualquer
NAALADase presente na referida amostra, e

(ii) medir a quantidade de qualgquer NAALADase ligada a
referida amostra, em que a quantidade de NAALADase é
um diagnéstico da referida doenca, perturbacao ou

estado.

A presente invengdo também se refere a um método para
detectar uma doenca, perturbacdo ou estado em que os niveis
de NAALADase estdao alterados num animal ou num mamifero,

que compreende:

(1) etiquetar um composto de férmula Ia ou Ib, como
definido acima, com um reagente de imagiologia;

(ii) administrar ao referido animal ou mamifero uma
quantidade eficaz do composto etiquetado;

(iii) permitir que o referido composto etiquetado
localize e se ligue a NAALADase presente no referido

animal ou mamifero, e



(iv) medir a quantidade de NAALADase 1ligada ao
referido composto etiquetado, em que a quantidade de
NAALADase ¢é um diagndéstico da referida doenca,

perturbacado ou estado.

Adicionalmente, a presente invencdao também se refere a
um estojo de diagndéstico para detectar uma doenca,
perturbacao ou estado em que os niveis de NAALADase estao
alterados, que compreende um composto de fédrmula Ia ou Ib,

como definido acima, etigquetado com um marcador.

Por fim, a presente invencdo refere-se a uma

composicdo farmacéutica que compreende:
(1) uma guantidade eficaz de um composto de fdérmula Ia
ou Ib, como definido acima, e

(ii) um transportador farmaceuticamente aceitéavel.

DESCRIQAO BREVE DAS FIGURAS

A FIG. 1 é um grafico de barras que mostra o efeito do
Composto C em concentrag¢des de TGF-P1 em culturas de
células isgquémicas.

A FIG. 2 é um grafico de barras que mostra o efeito do
Composto C em concentragdes de TGF-B2 em culturas de
células isquémicas.

A FIG. 3 é um grafico de barras que mostra a reversao
do efeito neuroprotector do Composto C por anticorpos
neutralizadores do TGF-f em culturas de células
isquémicas.

A FIG. 4 é um grafico de Dbarras gque mostra a nao

reversado do efeito neuroprotector do Composto C por



anticorpos neutralizadores do FGF em culturas de
células isquémicas.

A FIG. 5 é& um grafico de barras que mostra a reversao
do efeito neuroprotector do Composto C por anticorpos
neutralizadores do TGF-f em ratos sujeitos a ocluséo
da artéria cerebral média ("MCAO").

A FIG. 6 €& um grafico de barras que mostra o efeito do

Composto C nos niveis de TGF-Bl1 durante a oclusdo e
reperfusdo em ratos sujeitos a MCAO.

A FIG. 7TA é um grafico de Dbarras Jque representa
graficamente as pontuacdes da diferenca de laténcia de
remocdao de ratos nado diabéticos e ratos diabéticos
devido a STZ tratados com um veiculo ou Composto A
versus os dias seguintes a administracao com STZ.

A FIG. 7B é um grafico de Dbarras que representa
graficamente as pontuagdes da diferencgca de laténcia de
remocdao de ratos nado diabéticos e ratos diabéticos
devido a STZ tratados com um veiculo ou Composto D
versus os dias seguintes a administragdo com STZ.

A FIG. 8 & um grafico de Dbarras que representa
graficamente as pontuacdes da diferenca de laténcia de
remogao de ratos normais (ndao operados) e ratos onde
foi induzida lesdo de constricdo crénica tratados com
um veiculo ou Composto C versus os dias seguintes a
cirurgia.

A FIG. 9A ¢é um grafico de barras que representa
graficamente a velocidade da condugdao de nervos
motores de ratos nao diabéticos e ratos diabéticos
devido a STZ tratados com um veiculo ou Composto A
versus as semanas seguintes a administracdo com STZ.

A FIG. 9B é um grafico de Dbarras que representa
graficamente a velocidade da condugcdo de nervos

sensorials de ratos nao diabéticos e ratos diabéticos



devido a STZ tratados com um veiculo ou Composto A
versus as semanas seguintes a administracgdo com STZ.

A FIG. 10A é um grafico de barras gque representa
graficamente a velocidade da condugdao de nervos
motores de ratos nao diabéticos e ratos diabéticos
devido a STZ tratados com um veiculo ou Composto D
versus as semanas seguintes a administracdo com STZ.

A FIG. 10B é um grafico de barras que representa
graficamente a velocidade da condugcdo de nervos
sensoriais de ratos nao diabéticos e ratos diabéticos
devido a STZ tratados com um veiculo ou Composto D
versus as semanas seguintes a administragdo com STZ.

A FIG. 11 é um grafico que representa a laténcia de
remocdo de ratos ndo diabéticos e ratos BB/W
diabéticos tratados com um veiculo, Composto D ou
Composto A versus as semanas de tratamento.

A FIG. 12 é um grafico que representa a velocidade da
conducdao de nervos de ratos nao diabéticos e ratos
BB/W diabéticos tratados com um veiculo, Composto D ou
Composto A versus as semanas de tratamento.

A FIG. 13 é um grafico de barras que representa as
pontuacgdes da diferenca de laténcia de remogao de
ratos onde foi induzida 1lesdao de constricdo crénica
tratados com um veiculo ou quantidades varidveis de
Composto 9 versus os dias de tratamento.

A FIG. 14 é um grafico de barras gue representa as
pontuagdes da diferenca de laténcia de remogao de
ratos onde foi induzida 1lesdo de constricdo crodnica
tratados com um veiculo ou Composto 10 versus os dias
de tratamento.

A FIG. 15 é um grafico de barras gue representa a

percentagem de ratinhos transgénicos com 210 dias de



idade que exibiram tremuras nos membros apobs
tratamento com Composto B ou um veiculo.

A FIG. 16 é um grafico de barras gue representa o
porte, medido com uma escala arbitrdria que varia de 0
a 3, de ratinhos transgénicos com 210 dias de idade
apds tratamento com Composto B ou um veiculo.

A FIG. 17 é um gréafico de barras gue representa o
arrastamento dos membros traseiros, medido com uma
escala arbitrdaria que varia de 0 a 3, de ratinhos
transgénicos com 210 dias de idade apds tratamento com
Composto B ou um veiculo.

A FIG. 18 é um grafico de Dbarras que representa o
cruzamento de membros, medido com uma escala
arbitréaria que varia de 0 a 3, de ratinhos
transgénicos com 210 dias de idade apds tratamento com
Composto B ou um veiculo.

A FIG. 19 é um gréafico de barras gue representa o
reflexo de endireitamento de ratinhos transgénicos,
medido pelo tempo (segundos) que os ratinhos demoraram
a endireitar-se depois de terem sido deitados sobre o
lado, aos 210 dias de idade apds tratamento com
Composto B ou um veiculo.

A FIG. 20 é um grafico que representa a percentagem de
ratinhos transgénicos tratados com Composto B ou um
veiculo que morreram versus a idade dos ratinhos
(dias) .

A FIG. 21 é um grafico de sobrevivéncia de Kaplan-
Meier que representa a percentagem de ratinhos
transgénicos tratados com Composto B ou um veiculo que
sobreviveram versus o numero de dias em que o©S

ratinhos estiveram sujeitos a terapia de estudo.



A FIG. 22 mostra o efeito do tratamento com os
Compostos D e E em anormalidades de dor neuropdatica em
ratos diabéticos devido a STZ.

A FIG. 23 mostra as medicgdes da velocidade de conducéo
de nervos motores em ratos diabéticos devido a STZ e
controlos nao diabéticos antes e apds o tratamento com
os Compostos D e E.

A FIG. 24 representa deficiéncias da velocidade de
condugao de nervos sensoriais apds tratamento com oS
Compostos D e E.

A FIG. 25 mostra anormalidades de dor neuropdatica com
doses menores (1 e 3 mg/kg) de Composto D iniciadas
apds 7 semanas de tratamento com STZ.

As FIGS. 26 e 27 mostram a velocidade de conducao de
nervos sensoriais e motores, respectivamente, em ratos
STZ cronicamente diabéticos tratados com doses menores
de Composto D.

As FIGS. 28 e 29 mostram medicgdes da velocidade de
conducdo de nervos sensorials e motores em que 0S8
ratos nédo foram tratados até aos 60 dias apds
tratamento com STZ.

A FIG. 30 mostra a velocidade de conducao de nervos
sensoriais em que o tratamento foil retardado até aos
90 dias apds STZ.

A FIG. 31 mostra medicdes da velocidade de conducao de
nervos de um modelo de ratinho genético de diabetes
aos 6 - 7 meses de idade.

A FIG. 32 mostra a velocidade de conducdao de nervos
apods 8 semanas de tratamento com Composto F
administrado a 1 mg/kg por dia.

A FIG. 33 é um gréafico de barras gque compara o
desempenho no teste de haste rotativa ("rotarod") de

ratinhos HD transgénicos e ratinhos nado HD normais
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tratados com Composto B, e ratinhos HD transgénicos e
ratinhos néo HD normais tratados com um veiculo.

A FIG. 34 é um grafico de barras gque compara a
distéancia total percorrida por ratinhos HD
transgénicos e ratinhos ndo HD normais tratados com o
Composto B, e ratinhos HD transgénicos e ratinhos néao
HD normais tratados com um veiculo.

A FIG. 35 é& um grafico que representa o tempo de
sobrevivéncia de ratinhos D transgénicos tratados com
o Composto B ou um veiculo.

A FIG. 36 é um grafico que representa o tempo de
sobrevivéncia de ratinhos HD transgénicos machos
tratados com o Composto B ou um veiculo.

A FIG. 37 é& um grafico que representa o tempo de
sobrevivéncia de ratinhos HD transgénicos fémeas

tratados com o Composto B ou um veiculo.

DESCRIQAO PORMENORIZADA

DEFINICOES

"Composto A" refere-se a 4&cido 2-[[2,3,4,5,6-penta-

fluorobenzil)hidroxifosfinillmetil]pentanodidico.

"Composto B" refere-se a &acido 2-(3-sulfanilpropil)

pentanodidico.

"Composto c" refere-se a acido 2—(fosfonometil)

pentanodidéico ("PMPA").

"Composto D" refere-se a 4dacido 2-(2-sulfaniletil)
pentanodidico.
"Composto E" refere-se a 4acido 3-carboxi-alfa-(3-

mercaptopropil)benzenopropandico.

"Composto F" refere-se a 4cido 3-carboxi-5-(1,1-

dimetiletil)-alfa-(3-mercaptopropil)benzenopropandico.
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"Composto 9" refere-se a 4&acido 2-[(4-carboxifenil)
metoxi]-6-(2-mercaptoetil)benzdico.

"Composto 10" refere-se a 4&acido 3-(2-mercaptoetil)-
[1,1'-bifenil]-2,3"'-dicarboxilico.

"Algquilo" refere-se a uma cadeia hidrocarbonada
saturada ramificada ou naoc ramificada compreendendo um
numero designado de &atomos de carbono. Por exemplo, Ci—-Cs
alquilo ¢é uma cadeia hidrocarbonada linear ou ramificada
que contém 1 até 9 adtomos de carbono, e inclui mas ndo esta
limitado a substituintes como metilo, etilo, propilo, iso-
propilo, butilo, iso-butilo, tert-butilo, n-pentilo, n-
hexilo e afins, a menos que indicado em contréario.

"Alcenilo" refere-se a uma cadeia hidrocarbonada
insaturada ramificada ou nao ramificada compreendendo um
numero designado de &atomos de carbono. Por exemplo, C;—-Co
alcenilo é uma cadeia hidrocarbonada linear ou ramificada
que contém 2 até 9 &atomos de carbono com pelo menos uma
ligagao dupla, e inclui mas nédo estda limitado a
substituintes como etenilo, propenilo, isopropenilo,
butenilo, iso-butenilo, tert-butenilo, n-pentenilo, n-
hexenilo e afins, a menos que indicado em contrario.

"Alcoxi" refere-se ao grupo -OR em que R é alquilo
como aqui definido. Preferivelmente, R é& uma cadela
hidrocarbonada saturada ramificada ou nédo ramificada que
contém 1 até 9 &tomos de carbono.

"Cicloalgquilo" refere-se a uma fracg¢ao hidrocarbonada
ciclica com um ou mais anel(anéis) fechados que é/sao
aliciclicos, fundidos e/ou em ponte. Exemplos incluem
ciclopropano, ciclobutano, ciclopentano, ciclo-hexano,
ciclo-heptano, ciclopenteno, ciclo-hexeno, ciclo-hepteno,
cicloocteno.

"Arilo" refere-se a uma fraccgdo ciclica aromdtica e

hidrocarbonada com um ou mais anéis fechados. Exemplos
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incluem, sem limitacao, fenilo, naftilo, antracenilo,
fenantracenilo, bifenilo e pirenilo.

"Heterocicloalquilo" refere-se a uma fraccdo ciclica
com um ou mais anéis fechados que é/sdo aliciclicos,
fundidos e/ou em ponte, com um ou mails heterodtomos (por
exemplo, enxofre, azoto ou oxigénio) em pelo menos um dos
anéis. Exemplos incluem, sem limitacgao, pirrolidina,
piperidina, isoxazolidina.

"Heteroarilo" refere-se a uma fraccao ciclica
aromdtica com um ou mais anéis fechados gue possul um ou
mais heterodatomos (por exemplo, enxofre, azoto ou oxigénio)
em pelo menos um dos anéis. Exemplos incluem, sem
limitagdo, pirrolo, tiofeno, piridina e isoxazolo.

"Derivado" refere-se a uma substédncia produzida a
partir de outra substédncia directamente ou por modificacéo
ou substituicgcao parcial.

"Quantidade eficaz" refere-se a quantidade necessaria
para produzir o) efeito desejado. "Quantidade
terapeuticamente eficaz" refere-se a quantidade necesséaria
para 1inibir a actividade da enzima NAALADase e/ou a

angiogénese, para realizar actividade neuronal ou

actividade de TGF-f e/ou para tratar anormalidade do
glutamato, neuropatia, dor, perturbacado compulsiva, doencga
da prdstata, cancro, glaucoma e/ou perturbacdes retinianas.

"Radiacao electromagnética" inclui, sem limitacéao,
radiacdo com o comprimento de onda de 10 % até 10° metros.
Exemplos incluem, sem limitacdo, radiacdo gama (102 até
10°%° m), radiacao de raios X (107 até 1077 m), luz
ultravioleta (10 nm até 400 nm), luz visivel (400 nm até
700 nm), radiacdao de infravermelhos (700 nm até 1,0 mm) e
radiacdo de micro-ondas (1 mm até 30 cm).

"Halo" refere-se a pelo menos uma fraccao fluoro,

cloro, bromo ou iodo.
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"Is6ésteros" refere-se a elementos, grupos funcionais,
substituintes, moléculas ou 106es com diferentes fdérmulas
moleculares mas exibindo propriedades fisicas semelhantes
ou idénticas. Por exemplo, o tetrazolo & um isdstero de
dcido carboxilico porque imita as propriedades de 4&acido
carboxilico apesar de ambos terem férmulas moleculares
diferentes. Tipicamente, duas moléculas isostéricas tém
volumes e formas semelhantes ou idénticos. Idealmente, os
compostos isostéricos devem ser isomdérficos e capazes de
co-cristalizar. Outras propriedades fisicas que 0os
compostos isostéricos habitualmente partilham incluem ponto
de ebulicéao, densidade, viscosidade e condutividade
térmica. No entanto, certas propriedades sao habitualmente
diferentes: momentos dipolares, polaridade, polarizacao,
dimensdao e forma, pois as orbitais externas podem ser
hibridizadas de forma diferente. O termo "isdsteros"

abrange "bioisdsteros".

"Bioisdsteros" sao isdsteros que, para além das suas
semelhancas fisicas, partilham algumas propriedades
bioldégicas comuns. Tipicamente, os bioisdsteros interagem
com o mesmo sitio de reconhecimento ou produzem efeitos

bioldégicos amplamente semelhantes.

"Is6dsteros de acidos carboxilicos" incluem, sem
limitacdo, derivados directos, como &acidos hidroxamicos,
acil-cianamidas e acilsulfonamidas; heterociclos acidicos
planares, como tetrazolos, mercaptoazolos, sulfinilazolos,
sulfonilazolos, 1soxazolos, isotiazolos, hidroxitiadiazolos
e hidroxi-crémios; e funcgdes acidicas nao planares
derivadas de enxofre ou fésforo, como fosfinatos,
fosfonatos, fosfonamidas, sulfonatos, sulfonamidas e

acilsulfonamidas.
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"Metabolito" refere-se a uma substancia produzida por

metabolismo ou por um processo metabdlico.

"NAAG" refere-se a N-acetil-aspartil-glutamato, um
componente peptidico importante do cérebro, com niveis
comparaveis ao principal neurotransmissor inibidor Aacido
gama—aminobutirico ("GABA"). O NAAG ¢é especifico de
neurdénios, estd presente em vesiculas sindpticas e &
libertado, por estimulacdo neuronal, em varios sistemas que
se presume serem glutamatérgicos. Estudos sugerem que O
NAAG pode funcionar como neurotransmissor e/ou
neuromodulador no sistema nervoso central, ou como
precursor do neurotransmissor glutamato. Adicionalmente, o
NAAG é um agonista de receptores do glutamato
metabotrdépicos do grupo II, especificamente receptores
mGluR3; gquando ligado a uma fraccao capaz de inibir a
NAALADase, espera-se que ligandos de receptores do
glutamato metabotrépicos proporcionem inibidores da

NAALADase potentes e especificos.

"NAALADase" refere-se a uma dipeptidase acidica oa-
ligada N-acetilada, uma metalopeptidase ligada a membranas
que cataboliza o NAAG em N-acetilaspartato ("NAA") e
glutamato ("GLU"):

CATABOLISMO DO NAAG PELA NAALADase
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A NAALADase foi atribuida a familia de peptidases M28
e também é denominada PSMA ou GCP II, numero EC 3.4.17.21.
Cré-se gue a NAALADase é uma metalopeptidase de zinco/zinco
co-catalitica. A NAALADase exibe afinidade elevada para o
NAAG, com um Km de 540 nM. Se o NAAG for um péptido
biocactivo, entdo a NAALADase pode servir para inactivar a
accdo sindptica do NAAG. Alternativamente, se o NAAG
funcionar como precursor do glutamato, a funcdo primadria da
NAALADase pode ser regular a disponibilidade sindptica do

glutamato.

"Transportador farmaceuticamente aceitédvel" refere-se
a qualgquer transportador, diluente, excipiente, agente
humedecedor, agente de tamponamento, agente de suspensao,
agente lubrificante, adjuvante, veiculo, sistema de
distribuicéo, emulsionante, agente de desintegracao,
absorvente, conservante, surfactante, corante, aromatizante
ou edulcorante, preferivelmente nao tdéxico, que pode ser

adequado para utilizacao numa composicao farmacéutica.

"Sal farmaceuticamente aceitdvel" refere-se a um sal
dos compostos inventivos que possui a actividade
farmacoldgica desejada e que nao é indesejavel
biologicamente ou de qualquer outro modo. O sal pode ser
formado com &cidos que incluem, sem limitacdo, acetato,
adipato, alginato, aspartato, benzoato, benzenossulfonato,
bissulfato butirato, citrato, canforato, canforsulfonato,
ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato,
etanossulfonato, fumarato, gluco-heptanoato, glicero-
fosfato, hemissulfato, heptanocato, hexanoato, cloridrato
bromidrato, hidroiodeto, 2-hidroxietanossulfonato, lactato,
maleato, metanossulfonato, 2-naftalenossulfonato,

nicotinato, oxalato, tiocianato, tosilato e undecanoato.
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Exemplos de um sal de base incluem sais de amdédnio, sais de
metais alcalinos, como sais de sédio e potédssio, sais de
metais alcalino-terrosos, como sais de cdlcio e magnésio,
sals com bases orgénicas, como sais de diciclo-hexilamina,
N-metil-D-glucamina, e sails com aminodcidos, como arginina
e lisina. Grupos Dbdasicos gque contém azoto podem ser
quaternizados com agentes que incluem haletos de alquilo de
cadeila curta, como cloretos, brometos e i1odetos de metilo,
etilo, propilo e butilo; sulfatos de dialgquilo, como
sulfatos de dimetilo, dietilo, dibutilo e diamilo; haletos
de cadeia 1longa, como cloretos, brometos e iodetos de
decilo, laurilo, miristilo e estearilo, e haletos de

aralquilo, como brometos de benzilo e fenetilo.

"Pré-farmaco” refere-se a compostos que sofrem
biotransformacao, como metabolismo, antes de exibirem o(s)
seu(s) efeito(s) farmacoldgico(s) . Um proé-farmaco é
formulado com o(s) objectivo(s) de estabilidade quimica
aumentada, maior aceitacdo e concordancia do paciente,
maior biodisponibilidade, duracdo da acc¢ao prolongada,
maior selectividade para o6rgaos, formulacao melhorada (por
exemplo, maior hidrossolubilidade) e/ou efeitos secundarios
decrescidos (por exemplo, toxicidade). Um prdé-fadrmaco pode
ser facilmente preparado a partir dos compostos inventivos
utilizando métodos conhecidos na drea, como os descritos em
"Burger's Medicinal Chemistry and Drug Chemistry", Quinta

Edicdo, Volume 1, pdaginas 172-178, 949-982 (1995).

"Radiossensibilizador" refere-se a um composto de
baixo peso molecular administrado a animais em quantidades
terapeuticamente eficazes para promover o tratamento de
doencas que podem ser tratadas com radiacéo

electromagnética. Doencas que podem ser tratadas com
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radiacdo electromagnética incluem, sem limitacdo, doencgas
neopléasticas, tumores benignos e malignos e células
cancerosas. O tratamento com radiacdao electromagnética de
outras doencgas nao listadas aqui também é contemplado pela

presente invencéao.

"Inibicao", no contexto de enzimas, refere-se a
inibicdo reversivel de enzimas, como inibicdo competitiva,
incompetitiva e nao competitiva. As inibic¢des competitiva,
incompetitiva e ndo competitiva podem distinguir-se pelos
efeitos de wum inibidor na cinética reaccional de uma
enzima. Ocorre inibicdo competitiva quando o inibidor se
combina de forma reversivel com a enzima de modo a competir
com um substrato normal para a ligacdo no sitio activo. A
afinidade entre o inibidor e a enzima pode ser medida pela

constante inibidora, K;, gque é definida do modo seguinte:

em que [E] é a concentracadao da enzima, [I] é a concentracao
do inibidor e [EI] € a concentragao do complexo enzima-
inibidor formado pela reacgao da enzima com o inibidor. A
menos que especificado em contrdrio, Ki, tal como € aqui
utilizado, refere-se a afinidade entre o0os compostos
inventivos e NAALADase. "ICsy" € um termo relacionado
utilizado para definir a concentracdao ou quantidade de um
composto necessdria para causar uma inibicdo de 50% da

enzima—-alvo.

"Inibidor da NAALADase" refere-se a qualquer composto
que inibe a actividade da enzima NAALADase.

Preferivelmente, um 1inibidor da NAALADase exibe um K;
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inferior a 100 uM, mais preferivelmente inferior a 10 uM e

ainda mais preferivelmente inferior a 1 uM, determinado

utilizando qualgquer ensaio apropriado conhecido na &area.

"Isémeros" refere-se a compostos com O mesmo numero e
tipo de &tomos e, assim, o0 mesmo peso molecular mas

diferindo na disposicado ou configuracado dos atomos.

"Esteoisdmeros" sdo isdémeros que diferem apenas na

disposicdo espacial dos atomos.

"Isdmeros épticos” refere-se a enantidémeros ou

diastereoisdmeros.

"Diastereoisdmeros" sdo estereoisdmeros que nao sao
imagens no espelho. 0Os diastereoisdmeros ocorrem em
compostos com dois ou mais atomos de carbono assimétricos;
assim, esses compostos tém 2" isdmeros Opticos, em que n é

o numero de atomos de carbono assimétricos.

"Enantidmeros" sao um par de estereoisdmeros que nao
sdo 1imagens no espelho sobrepostas um do outro. Os
enantiémeros resultam da presenca de um ou mails Aatomos de
carbono assimétricos no composto (por exemplo,
gliceraldeido, 4&cido 1léctico, acucares, 4acido tartarico,

aminodacidos) .

"Enriquecido num enantidémero" refere-se a uma mistura

onde predomina um enantidmero.

"Mistura racémica" designa uma mistura que contém

quantidades iguais de enantidmeros individuais.
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"Mistura nao racémica" € uma mistura qgue contém

quantidades diferentes de enantidmeros.

"Angiogénese" refere-se ao processo pelo qual se
formam novos capilares. A "inibicdo" da angiogénese pode
ser medida por muitos pardmetros de acordo com a presente
invencao e, por exemplo, pode ser avaliada pelo
aparecimento retardado de estruturas neovasculares,
desenvolvimento abrandado de estruturas neovasculares,
ocorréncia decrescida de estruturas neovasculares,
gravidade abrandada ou decrescida de efeitos de doengas
dependentes da angiogénese, crescimento angiogénico
interrompido ou regressao de crescimento angiogénico
prévio. Levado ao extremo, inibicdo completa refere-se aqui
a prevencao. Relativamente a angiogénese ou crescimento
angiogénico, "porevengao" refere-se a auséncia de
angiogénese ou crescimento angiogénico substancial, se nao
tiver ocorrido previamente, ou auséncia de angiogénese ou
crescimento angiogénico suplementar substancial se o

crescimento tiver ocorrido previamente.

"Doenca dependente da angiogénese" inclui, sem
limitacdo, artrite reumatdide, doencas cardiovasculares,
doengas neovasculares do olho, perturbacgdes vasculares
periféricas, ulceras dermatoldgicas e crescimento, invasao

e metdstases de tumor canceroso.

"Animal" refere-se a um organismo vivo possuindo
sensacbes e a capacidade de movimentos voluntdrios e que
requer, para a sua existéncia, oxigénio e alimentos
orgédnicos. Exemplos incluem, sem limitacdo, membros das

espécies humana, equina, porcina, bovina, murina, canina ou
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felina. No caso de um humano, um "animal" também pode ser

referido como "paciente".

"Mamifero" refere-se a um animal vertebrado de sangue

quente.

"Ansiedade" inclui, sem limitacdao, o estado emocional
desagradavel que incluil respostas ©psicofisioldégicas a
antecipacdao de perigo irreal ou imaginado, ostensivamente
resultante de um conflito psiquico interior nao
reconhecido. Concomitantes fisioldégicos incluem batimento
cardiaco aumentado, velocidade respiratdria alterada,
sudacao, tremuras, fraqueza e fadiga; concomitantes
psicoldgicos incluem sensacgdes de perigo iminente,
incapacidade, apreensaoc e tensao. "Dorland's Illustrated

Medical Dictionnary", 272 edicdo (W.B. Saunders Co. 1988).

"Perturbacdo de Ansiedade"™ inclui, sem limitacéo,
perturbagdes mentais em que predominam ansiedade e
comportamento de privacao. "Dorland's Illustrated Medical
Dictionary". Exemplos incluem, sem limitacdo, ataque de
panico, agorafobia, perturbacdo de péanico, perturbacdo de
"stress" agudo, perturbacdo de "stress" crénico, fobia

especifica, fobia simples, fobia social, perturbacdo de

ansiedade induzida por substéancias, perturbacao de
ansiedade organica, perturbacdo obsessiva compulsiva,
perturbacdo de "stress" pods-traumatico, perturbacdo de

ansiedade generalizada e perturbacdo de ansiedade NOS.
Outras perturbacdes de ansiedade sdo caracterizadas no
"Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders"

(American Psychiatric Association, 42 edicao 1994).
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"Perturbacdo de Deficiéncia de Atencao" ("ADD")
refere-se a uma perturbacdo caracterizada por inatencao e
impulsividade inapropriadas do ponto de vista do
desenvolvimento, com ou sem hiperactividade. Inatencao
designa uma falha em terminar tarefas iniciadas, distraccao
facil, aparente falta de atengdo e dificuldade de
concentracao em tarefas qgque requerem atencao prolongada.
Impulsividade significa actuar antes de pensar, dificuldade
em aceitar turnos, problemas na organizacado do trabalho e
desvio constante de uma actividade para outra.
Hiperactividade designa dificuldade em permanecer sentado e

quieto, e correr ou trepar de forma excessiva.

"Cancro" inclui, sem limitacdo, tumores produtores de
ACTH, leucemia linfocitica aguda, leucemia nao linfocitica
aguda, cancro do cdértex adrenal, cancro da bexiga, cancro
do cérebro, cancro da mama, cancro do cérvix, leucemia
linfocitica crédénica, leucemia mielocitica crdénica, cancro
colorrectal, linfoma cutdneo de células T, cancro do
endométrio, cancro esofdgico, sarcoma de Ewing, cancro da
vesicula biliar, leucemia de células pilosas, cancro da
cabeca e pescocgo, linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi,
cancro do rim, cancro do figado, cancro do pulmdao (de
células pequenas e/ou nado pequenas), efusdo peritoneal
maligna, efusdao pleural maligna, melanoma, mesotelioma,
mieloma multiplo, neuroblastoma, linfoma nao de Hodgkin,
osteossarcoma, cancro do ovario, cancro do ovario (de
células germinativas), cancro pancredatico, cancro do pénis,
cancro da prdstata, retinoblastoma, cancro da pele, sarcoma
de tecidos moles, carcinomas de células escamosas, Cancro
do estdémago, cancro testicular, cancro da tirdide,
neoplasmas trofobldsticos, cancro do uUtero, cancro vaginal,

cancro da vulva e tumor de Wilm.
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"Perturbacao compulsiva" refere-se a qualqgquer
perturbacdo caracterizada por um comportamento impulsivo
irresistivel. Exemplos de perturbacdes compulsivas incluem,
sem limitacdo, dependéncia de substédncias, perturbacdes de
alimentacdo, jogos de azar patoldgicos, ADD e sindroma de

Tourette.

"Dependéncia de substidncias" refere-se a dependéncia
psicoldégica ou a uma toleradncia fisica a uma substéancia,
por exemplo, uma droga. Toleréncia significa uma
necessidade de aumentar progressivamente a dose para
produzir o efeito originalmente atingido com quantidades

menores.

"Doenca desmielinizante" refere-se a qualgquer doenca
envolvendo danos ou remocdo da bainha de mielina que
envolve naturalmente o tecido nervoso, como definido na
Patente U.S. N° 5,859,046 e Publicacdao Internacional N° WO
98/03178, aqui incorporadas por referéncia. Exemplos
incluem, sem limitacao, doencas desmielinizantes
periféricas (como sindroma de Guillain-Barré, neuropatias
periféricas e doencga de Charcot-Marie Tooth) e doencas

desmielinizantes centrais (como esclerose multipla).

"Doenca" refere-se a qualquer desvio ou interrupcdo da
estrutura ou funcdao normal de gualquer parte, 6rgdo ou
sistema (ou combinacgdes) do corpo que se manifesta por um
conjunto caracteristico de sintomas e sinais e cuja
etiologia, patologia e progndéstico podem ser conhecidos ou

desconhecidos. "Dorland's Illustrated Medical Dictionary".



23

"Perturbacao” refere-se a qualquer desarranijo ou
anormalidade de uma funcdo; um estado fisico ou mental

mérbido. "Dorland's Illustrated Medical Dictionary".

"Perturbacdo de alimentacdo" refere-se a 1ingestao
excessiva e compulsiva de alimentos, obesidade ou obesidade
grave. Obesidade designa peso do corpo superior em 20% ao
indicado pelas tabelas altura-peso comuns. Obesidade grave

designa peso do corpo superior em 100%.

"Glaucoma" inclui, sem limitacdo, glaucomas de é&ngulo
aberto crénicos (idiopaticos) (por exemplo, de pressao
elevada, pressdo normal); glaucomas de Dblogqueio pupilar
(por exemplo, de é&angulo fechado agudo, angulo fechado
subagudo, angulo fechado crdénico, de mecanismo combinado);
glaucomas associados ao desenvolvimento (por exemplo,
congénito (infantil), juvenil, sindroma de Anxenfeld-
Rieger, anomalia de Peters, Aniridia); glaucomas associados
a outras perturbacdes oculares (por exemplo, glaucomas
associados a perturbacdes do endotélio da cdrnea, iris,
corpo ciliar, lente, retina, cordide e vitreo); glaucomas
associados a ©pressdo venosa episcleral elevada (por
exemplo, doencas sistémicas com associada pressao intra-
ocular elevada e glaucoma, glaucoma induzido por
corticosterdides); glaucomas associados a inflamacdao e
traumatismo (por exemplo, glaucomas associados a queratite,
episclerite, esclerite, uveite, traumatismo ocular e
hemorragia); glaucomas subsequentes a cirurgia intra-
ocular, por exemplo, glaucoma por blogqueio ciliar
(maligno), glaucomas em afaquia e pseudoafaquia, glaucomas
associados a cirurgia da cérnea, glaucomas associados a

cirurgia vitreo-retiniana.



24

"Anormalidade do glutamato" refere-se a qualquer
doenca, perturbacdo ou estado onde estd implicado o
glutamato, incluindo estados patoldégicos envolvendo niveis
elevados de glutamato. Exemplos de anormalidades do
glutamato incluem, sem limitacdo, lesdao da espinal-medula,
epilepsia, acidente vascular cerebral, doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson, ALS, doenca de Huntington ("HD"),
esquizofrenia, dor, isquemia, neuropatia periférica
(incluindo mas nao se limitando a neuropatia), leséao
cerebral traumdtica, insulto neuronal, doencas
inflamatérias, ansiedade, perturbacdes de ansiedade,
enfraquecimento da meméria, perturbacgdes compulsivas,

glaucoma e/ou perturbacdes retinianas.

"Isquemia" refere-se a anemia localizada em tecidos
devido a obstrugao do fluxo de entrada de sangue arterial.
Ocorre isquemia global quando o fluxo de sangue cessa
durante um periodo de tempo, como pode resultar de paragem
cardiaca. Ocorre isquemia focal gquando uma porcdao do corpo,
como o cérebro, ¢ privada do seu fornecimento normal de
sangue, como pode resultar de oclusao tromboembdlica de um
vaso cerebral, lesdo cerebral traumdtica, edema ou tumor
cerebral. Mesmo que transitdrias, tanto a isquemia global
como a focal podem produzir danos neuronais disseminados.
Apesar de ocorrerem danos em tecido nervoso nas horas, ou
mesmo dias, apds o surgimento de isquemia, alguns danos
permanentes no tecido nervoso podem desenvolver-se nos
minutos iniciais depois de cessar o fluxo de sangue para o
cérebro. Grande parte destes danos é atribuida a toxicidade
do glutamato e consequéncias secundadrias da reperfusido do
tecido, como a libertacado de produtos vasoactivos por

endotélio danificado e a libertacéo de produtos
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citotdxicos, como radicais livres e 1leucotrienos, pelo

tecido danificado.

"Enfraquecimento da memdéria" refere-se a um registo,
retencdo ou recordacdo mental diminuida de experiéncias
passadas, conhecimentos, ideias, sensacgdes, pensamentos ou
impressdes. O enfraquecimento da memdéria pode afectar a
retencdo de informacdo de curto e longo prazo, facilidade
em estabelecer relacgdes espaciais, estratégias de memdria
(ensaio) e pesquisa e producadao verbal. Causas comuns do
enfraquecimento da meméria sdo a idade, traumatismo
craniano grave, anoxia ou isquemia cerebral, doencas
alcodlicas—-nutricionais, intoxicacg¢des por drogas e doencas
neurodegenerativas. Por exemplo, o enfragquecimento da
memdria é uma caracteristica comum de doencas
neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer e deméncia
senil do tipo Alzheimer. Também ocorre enfragquecimento da
memédria com outros tipos de deméncias, como deméncia de
multienfartes, uma deméncia senil causada por deficiéncias
cerebrovasculares, e a variante de Corpos de Lewy da doenca
de Alzheimer com ou sem associacao a doenca de Parkinson. A
doenga de Creutzfeldt-Jakob é uma deméncia rara a qual esta
associado enfraquecimento da meméria. E uma encefalopatia
espongiforme causada pela proteina priao; pode  ser
transmitida de outros pacientes ou pode surgir devido a
mutagcdes genéticas. A perda de memdéria também €& uma
caracteristica comum de pacientes com danos no cérebro.
Podem ocorrer danos no cérebro, por exemplo, apds um
acidente vascular cerebral clédssico ou em resultado de um
acidente anestésico, traumatismo craniano, hipoglicemia,
envenenamento com mondéxido de carbono, intoxicacdo com
litio, deficiéncia de vitaminas (B;, tiamina e B;y) ou

ingestdo excessiva de 4lcool. A psicose amnésica de
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Korsakoff é uma perturbacdo rara caracterizada por perda de
memdéria profunda e concilidbulos, em gque o paciente inventa
histérias para ocultar a sua perda de memdria.

E
frequentemente associada a ingestdo excessiva de &alcool. O

Q-

enfraquecimento da meméria também pode estar associado
idade; a capacidade para recordar informacdes como nomes,
lugares e palavras parece diminuir com o envelhecimento.
Também pode ocorrer perda de memdria transitdria em
pacientes que sofrem uma perturbacdo depressiva grave apds

terapia electroconvulsiva.

"Perturbacdo mental" refere-se a qualquer sindroma
comportamental ou psicoldgica clinicamente relevante
caracterizada pela presenca de sintomas de sofrimento ou
enfraquecimento significativo do funcionamento. Presume-se
gque as perturbacgdes mentais resultam de alguma disfuncao
psicoldgica ou orgadnica do individuo; o conceito ndo inclui
disturbios que s&o essencialmente conflitos entre o

individuo e a sociedade (desvio social).

"Metdstase" refere-se a "capacidade de células de um
cancro para se disseminarem e formarem novos focos de
crescimento em sitios nao contiguos (isto é, para formarem
metastases)". Ver Hill, R. P, "Metastasis", "The Basic
Science of Oncology", Tannock et al., Editores, paginas
178-195 (McGraw-Hill 1992). "A transicdao de crescimento
tumoral in situ para doenca metastdtica ¢é definida pela
capacidade de <células tumorais do sitio primdrio para
invadirem tecidos locais e atravessarem barreiras de
tecidos... Para iniciarem o processo metastatico, células
de carcinoma devem primeiramente penetrar na membrana basal
epitelial e depois invadir o estroma intersticial... Para

metdstases distantes, a intravasagdo requer invasado por
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células tumorais da membrana basal subendotelial, que
também deve ser ultrapassada durante a extravasacdo de
células tumorais... O desenvolvimento de malignidade também
estd associado a angiogénese induzida pelo tumor [gque] néo
sé permite a expansdo dos tumores primdrios mas também
permite acesso facil ao compartimento wvascular devido a
defeitos das membranas basais de vasos formados de novo."

Ver Aznavoorian et al., Cancer (1993) 71: 1368-1383.

"Insulto nervoso" refere-se a qualgquer dano em tecido
nervoso e qualquer incapacidade ou morte dai resultante. A
causa do insulto nervoso pode ser metabdlica, tdxica,
neurotéxica, iatrogénica, térmica ou quimica, e inclui, sem
limitagdo, i1squemia, hipoxia, acidente cerebrovascular,
traumatismo, cirurgia, pressao, efeito de massa,
hemorragia, radiacao, espasmos vasculares, doenca
neurodegenerativa, processo neurodegenerativo, infeccéao,
doenca de Parkinson, ALS, processos de mielinizacao/
desmielinizacao, epilepsia, perturbacao cognitiva,
anormalidade do glutamato e respectivos efeitos

secunddrios.

"Tecido nervoso" refere-se aos varios componentes que
constituem o sistema nervoso, incluindo, sem limitacéo,
neurdénios, células de suporte neural, glia, células de
Schwann, rede vascular contida no interior e de
fornecimento destas estruturas, o sistema nervoso central,
o cérebro, o tronco cerebral, a espinal-medula, a juncédo do
sistema nervoso central com o sistema nervoso periférico, o

sistema nervoso periférico e estruturas aliadas.

"Neuropatia" refere-se a qualquer doenca ou ma& funcéo

dos nervos. Neuropatia inclui, sem limitagdo, neuropatia
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periférica, neuropatia diabética, neuropatia autondmica e
mononeuropatia. A neuropatia periférica pode ser idiopatica
ou induzida por guaisquer causas, incluindo doencas (por
exemplo, amiloidose, alcoolismo, HIV, sifilis, virus,
perturbacao autoimune, cancro, porfiria, aracnoidite,
neuralgia pds—-herpética, sindroma de Guillain-Barré,
diabetes incluindo diabetes do Tipo I e Tipo II), compostos
quimicos (por exemplo, toxinas, chumbo, dapsona, vitaminas,
gquimioterapia com paclitaxel, terapia com HAART) e lesdes
fisicas num nervo ou plexo nervoso particular (por exemplo,

traumatismo, compressao, constricao).

"Neuroprotector" refere-se ao efeito de reduzir,
terminar ou melhorar um insulto nervoso, e proteger,

ressuscitar ou reviver tecido nervoso que sofreu insulto

nervoso.
"Dor" refere-se a sensacdes localizadas de
desconforto, sofrimento ou agonia resultantes da

estimulacao de extremidades de nervos especializados. Serve
de mecanismo protector, pois induz o sofredor a remover ou
retirar a fonte. "Dorland's Illustrated Medical
Dictionary". Exemplos de dor incluem, sem limitacgdo, dor
aguda, crodénica, devido a cancro, gueimadura, devido a

incisdo, inflamatdéria, neuropdtica diabética e nas costas.

"Dor neuropatica" refere-se a um estado de dor
associado a lesdao em nervos. Dependendo da sindroma
particular, a dor pode dever—-se a alteracdes do cérebro ou
espinal-medula ou pode dever-se a anormalidades no prodprio
nervo. Dor neuropdtica pode ser idiopdtica ou induzida por
quaisquer causas, incluindo doencas (por exemplo,

amiloidose, alcoolismo, HIV, sifilis, wvirus, perturbacéao
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autoimune, cancro, porfiria, aracnoidite, neuralgia pds-
herpética, sindroma de Guillain-Barré e diabetes, incluindo
diabetes do Tipo I e Tipo II), compostos quimicos (por
exemplo, toxinas, chumbo, dapsona, vitaminas, quimioterapia
com paclitaxel e terapia com HAART) e lesdes fisicas num
nervo ou plexo nervoso particular (por exemplo,

traumatismo, compressdao e constricao).

"Jogo de azar patoldégico" refere-se a um estado
caracterizado por uma preocupagao com Jjogos de azar.
Semelhante a toxicomania de substédncias psicoactivas, o0s
seus efeitos incluem desenvolvimento de tolerédncia com
necessidade de apostar somas progressivamente maiores de
dinheiro, sintomas de privacao e continuacdo do Jjogo de
azar apesar de efeitos negativos graves na familia e

ocupagao.

"Doenca da proéostata"™ refere-se a qualquer doenga dque
afecta a préstata. Exemplos de doencas da prdstata incluem,
sem limitacdo, cancro da prdstata, como adenocarcinoma e
cancros metastdticos da prdstata, e estados caracterizados
por crescimento anormal de células epiteliais prostaticas,

como hiperplasia prostdtica benigna.

"Esquizofrenia" refere-se a uma perturbacdo mental ou
grupo de perturbagdes mentais caracterizado por disturbios
na forma e contetdo do pensamento (perda de associacdes,
ilusdes, alucinacgdes), humor (rude, deprimido, afectado de
forma inapropriada), sentido de si e relacdo com o mundo
exterior (perda de fronteiras do ego, pensamento dereistico
e afastamento autistico) e comportamento (bizarro,
aparentemente sem finalidade e actividade ou inactividade

estereotipada). Exemplos de esquizofrenia incluem, sem
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limitacdo, esquizofrenia aguda, ambulatdria, limitrofe,
catatdnica, da inféancia, desorganizada, hebefrénica,
latente, nuclear, parandéide, parafrénica, pré-psicdtica,
processual, pseudoneurdtica, pseudopsicopdatica, reactiva,
residual, esquizoafectiva e indiferenciada. "Dorland's

Illustrated Medical Dictionary".

"TGF-B" refere-se ao factor de transformagdo do

crescimento beta. O TGF-B é reconhecido como um protdtipo
de factores de crescimento multifuncionais. Regula varias
funcdes celulares e de tecidos, incluindo o crescimento e
diferenciacdao celulares, angiogénese, cura de feridas,
funcdo imunolédgica, producdao da matriz extracelular,

quimiotaxia celular, apoptose e hematopoiese.

"Anormalidade do TGF-f" refere-se a qualquer doenga,
perturbacdo ou estado onde estd implicado o TGF-J,
incluindo doencgas, perturbacdes e estados caracterizados

por um nivel anormal do TGF-f.

"Nivel anormal do TGF-B" refere-se a wuma variagédo

mensurdvel dos niveis normais do TGF-B, determinada pelo

profissional utilizando técnicas conhecidas.

"Janela terapéutica de oportunidade" ou "janela"
refere—-se, relativamente a acidente vascular cerebral, ao
retardamento maximo entre o inicio do acidente vascular

cerebral e a iniciacédo de terapia eficaz.

"Sindroma de Tourette" refere-se a uma perturbacgao
autossédmica de miltiplos tiques caracterizada por

juramentos compulsivos, multiplos tiques musculares e
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ruidos de alto volume. Os tiques sao movimentos
involuntdrios breves e rdpidos que podem ser simples ou
complexos; sao estereotipados e repetitivos, mas nao
ritmicos. Tiques simples, como pestanejar, comecam muitas
vezes como maneirismos nervosos. Tiques complexos
assemelham-se muitas vezes a fragmentos de comportamento

normal.

"Tratamento" refere-se a:

(1) prevenir a ocorréncia de uma doenca, perturbacao
ou estado num animal que pode ter predisposicdo para a
doencga, perturbacdo e/ou estado mas que ainda nao foi
diagnosticado como padecendo dela;

(ii) dinibir a doenca, perturbacdao ou estado, isto ¢,
parar o seu desenvolvimento, e/ou

(iii) atenuar a doenca, perturbacdo ou estado, isto &,

causar regressdo da doenca, perturbacdo e/ou estado.

"Tratamento de ALS" refere-se a:

(i) prevenir a ocorréncia de ALS num animal qgue pode
ter predisposicdao para a ALS mas que ainda nao foi
diagnosticado como padecendo dela;

(i) inibir a ALS, por exemplo, parar o) seu
desenvolvimento;

(iii) atenuar a ALS, por exemplo, causar regressao da
doenca, perturbacdo e/ou estado;

(iv) retardar o aparecimento da ALS ou sintoma(s) da
ALS;

(v) abrandar a progressao da ALS ou sintoma(s) da ALS;
(vi) prolongar a sobrevivéncia de um animal que sofre

de ALS, e/ou
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(vii) atenuar sintoma(s) da ALS.

"Tratamento de doenca de Huntington" refere-se a:

(1) prevenir a ocorréncia de doenca de Huntington num
animal que pode ter predisposicdo para doenca de
Huntington mas que ainda nédo foi diagnosticado como
padecendo dela;

(ii) 4dnibir ou abrandar a doenca de Huntington, por
exemplo, parar o seu desenvolvimento;

(iii) atenuar a doenca de Huntington, por exemplo,
causar a sua regressao;

(iv) melhorar a coordenacdao motora de um animal que
sofre de doenca de Huntington, e/ou

(v) prolongar a sobrevivéncia de um animal que sofre

de doencga de Huntington.

"Tratamento de dependéncia de substancias
(toxicomania)" refere-se a supressao da dependéncia
psicoldégica ou tolerdncia fisica da substéncia e/ou
atenuacdo e/ou prevencdo de uma sindroma de privacao

resultante da toxicomania.

"Dependéncia" refere-se a um padrdo ndo adaptavel de
consumo de substidncias conducente a enfraquecimento ou
sofrimento clinicamente relevante. A dependéncia é
tipicamente caracterizada por tolerédncia e/ou privacao.
Substancias que podem desenvolver dependéncia incluem, sem
limitacdo, depressivos (opidides, narcédéticos sintéticos,
barbituratos, glutetimida, metiprilona, etclorvinol,
metaqualona, alcool); ansioliticos (diazepam,

clordiazepdxido, alprazolam, oxazepam, temazepam) ;
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estimulantes (anfetamina, metanfetamina, cocaina), e

alucinogénios (LSD, mescalina, peiote, marijuana).

"Tolerdncia" refere-se a uma reaccdo adquirida a uma
substédncia caracterizada por um efeito diminuido com o uso
continuado da mesma dose e/ou necessidade de doses
aumentadas para atingir intoxicacdao ou efeito desejado
previamente atingido com doses menores. Factores
fisioldgicos e psico-sociais podem contribuir para o
desenvolvimento de tolerdncia. Relativamente a toleréncia
fisioldgica, pode desenvolver-se tolerdncia metabdlica e/ou
funcional. Ao aumentar a taxa do metabolismo da substéncia,
o corpo pode consegulir eliminar a substdncia mais
rapidamente. A tolerdncia funcional ¢é definida como um
decréscimo da sensibilidade do sistema nervoso central a

substédncia.

"Privacdo" refere-se a uma sindroma caracterizada por
alteracdes fisicas desagradaveis que ocorrem apds cessacao
ou reducdo do uso da substédncia, ou administracdo de um

antagonista farmacoldgico.

"Tratamento de uma perturbacdo retiniana" refere-se a:

(i) prevenir a ocorréncia de uma perturbacdo retiniana
num animal que pode ter predisposicdo para uma
perturbacgao retiniana mas que ainda nao foi
diagnosticado como padecendo dela;

(1ii) 4dnibir uma perturbacdao retiniana, por exemplo,
parar o seu desenvolvimento, e/ou

(1iii) atenuar uma perturbacdo retiniana, por exemplo,

causar a sua regresséo.
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"Perturbacgao retiniana" refere-se a retinopatia
vascular, por exemplo, retinopatia hipertensiva,
retinopatia diabética (ndo proliferativa ou proliferativa),
oclusdao da artéria retiniana central ou oclusdo da veia
retiniana central; degenerescéncia macular relacionada com

a idade; separacado retiniana, ou retinite pigmentosa.

O profissional reconhecera que ha nomenclaturas,
nosologias e sistemas de classificacao alternativos para as
doencas, perturbacdes e estados definidos acima, e que
esses sistemas evoluem com 08 progressos cientificos no

dominio da medicina.

A menos que o contexto claramente dite de outra forma,
as definicgdes de termos singulares podem ser extrapoladas
para se aplicarem aos seus correspondentes plurais tal como
aparecem na candidatura; do mesmo modo, as definigdes de
termos plurais podem ser extrapoladas para se aplicarem aos
seus correspondentes singulares tal como aparecem na

candidatura.

COMPOSTOS DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a um composto de fdérmula

Ta:

e RY, independentemente, sao hidrogénio ou

C1-C5; algquilo, e
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2

al, a%, A’

e A%, independentemente, sao hidrogénio, C;i-
Co algquilo, C;-Co alcenilo, C;-Co alcinilo, arilo,
heteroarilo, <cicloalquilo, heterocicloalquilo, halo,
hidroxi, sulfidrilo, nitro, amino, ciano, 1isociano,
tiociano, isotiociano, formamido, tioformamido, sulfo,
sulfino, C;-Co alquilsulfonilo, C1-Cs alcoxi, C,—Cyq
alcenoxi, fenoxi ou benziloxi,

em que o referido alquilo, alcenilo, alcinilo, arilo,

heteroarilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, alcoxi,

alcenoxi, fenoxi e benziloxi, independentemente, nao estao
substituidos ou estao substituidos com um ou mais

substituinte(s).

Numa forma de realizacao, rR!, R?, R?, RY, Az, A® e A* sdo
hidrogénio; e At é hidrogénio, -(CH;),-W, ou -Y-(CHy),-W, em
que: n € 0 - 3; Y é 0, S ou NR em que R é hidrogénio ou C;-
C, alguilo; e W é C1-C¢ alguilo ou fenilo, em gque W ndo esta
substituido ou estd substituido com C;-C; alquilo, C;-C4

alcoxi, carboxi ou halo.

A presente invencdo também se refere a um composto de

férmula Ib:

COD

%

%k
4
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em que at, A?, A° e A4, independentemente, sao hidrogénio,

C1-Cos alquilo, C,-Co alcenilo, C,—Cs alcinilo, arilo,
heteroarilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, halo,
hidroxi, sulfidrilo, nitro, amino, cilano, isociano,

tiociano, isotiociano, formamido, tioformamido, sulfo,
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sulfino, C:1-Cos alguilsulfonilo, C;-C¢ alcoxi, C,-Cs alcenoxi,
fenoxi ou benziloxi,

em que o referido alquilo, alcenilo, alcinilo, arilo,
heteroarilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, alcoxi,
alcenoxi, fenoxi e benziloxi, independentemente, ndo estao
substituidos ou estdo substituidos com um ou mais
substituinte(s),

em que, se A' for cloro, fluoro, amino ou tiometilo, entéo
2

A?, A’ e A* poderdo ndo ser todos hidrogénio,

e em que pelo menos um dos A', A%, A’ e A" ndo é hidrogénio.

Numa forma de realizacdo, A%, A’ e A" sdo hidrogénio; e
A' é -(CH,),~Ar ou -Y-(CH;),-Ar, em que n é 0 — 3, Y & 0O, S
ou NR em que R & hidrogénio ou C;-C4 alquilo, e Ar &

fenilo, nao substituido ou substituido com C;-C, alquilo,

carboxi ou halo.

Substituintes possiveis dos referidos alquilo,
alcenilo, alcinilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilo,
heterocicloalgquilo, alcoxi, alceniloxi, fenoxi, benziloxi e
anel fundido incluem, sem limitacdo, C;-C¢ alquilo, C,-Ceg
alcenilo, C,-C¢ alcinilo, C1-C¢ alcoxi, C,;-Cs alceniloxi,
fenoxi, benziloxi, hidroxi, carboxi, hidroperoxi,
carbamido, carbamoilo, carbamilo, carbonilo, carbozoilo,
amino, hidroxiamino, formamido, formilo, guanilo, ciano,
cianoamino, isociano, isocianato, diazo, azido, hidrazino,
triazano, nitrilo, nitro, nitroso, isonitroso, nitrosamino,
imino, nitrosimino, 0X0, C1—Cg alquiltio, sulfamino,
sulfamoilo, sulfeno, sulfidrilo, sulfinilo, sulfo,
sulfonilo, tiocarboxi, tiociano, isotiociano, tioformamido,
halo, haloalquilo, clorosilo, clorilo, perclorilo,
trifluorometilo, iodosilo, iodilo, fosfino, fosfinilo,

fosfo, fosfono, arsino, selanilo, dissilanilo, siloxi,
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sililo, silileno e fraccdes de cicloalquilo e

heterocicloalquilo.

Exemplos de fraccgdes de cicloalquilo e heterociclo-
alguilo incluem, sem limitacdo, tetra-hidrofuranilo; tetra-
hidropiranilo; pirrolidinilo, tritianilo; pirazolinilo,

pirazolidinilo.

Compostos representativos da presente invengao estao

apresentados abaixo na Tabela L.

TABELA I
Composto Estrutura Nome

Ne

1 dcido 2-(2-mercaptoetil)
benzdico

2 dcido 5-hidroxi-2-(2-
mercaptoetil)benzdico

3 dcido 5-[(4-carboxifenil)
metoxi]-2-(2-mercapto-
etil)benzdico

4 dacido 2-(2-mercaptoetil)-5-
(fenilmetoxi)benzdico

5 dcido 2-(carboximetoxi)-6-
(2-mercaptoetil)benzdico
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Composto Estrutura Nome

Ne

6 dcido 5-[(3-carboxifenil)
metoxi]-2-(2-mercaptoetil)
benzdico

7 acido 2-(2-mercaptoetil)-6-
(fenilmetoxi)benzdico

8 acido 2-[(2-carboxifenil)
metoxi]-6-(2-mercaptoetil)
benzdico

9 dcido 2-[(4-carboxifenil)
metoxi]-6-(2-mercaptoetil)
benzdico

10 dcido 3-(2-mercaptoetil) -
[1,1'-bifenil]-2,3"'-
dicarboxilico

11 dcido 5- (mercaptometil)-2-

(2-feniletoxi)benzdico
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Composto Estrutura Nome
Ne
12 ?%‘ dcido 2-(3,3-dimetil-
gmg" butoxi)-6-(2-mercaptoetil)
i i benzdico
O
13 dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-
(2-feniletoxi)benzdico
14 acido 2-[(2-clorofenil)
metoxi]-6-(2-mercaptoetil)
benzdico
15 dcido 2-[[3-carboxi-5-(1,1-
dimetiletil)fenil]lmetoxi]-
6—(2-mercaptoetil)benzdico
16 dcido 3-(2-mercaptoetil) -

[1,1'-bifenil]-2,4'-

dicarboxilico
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Composto Estrutura Nome

Ne

17 acido 2-[(4-carboxi-2-
metoxifenil)metoxi]-6—-(2-
mercaptoetil)benzdico

18 dacido 2-[(4-carboxi-3-
metoxifenil)metoxi]—-6-(2-
mercaptoetil)benzdico

19 acido 2-[(2-bromo-4-
carboxifenil)metoxi]-6-(2-
mercaptoetil)benzdico

20 dcido 2-[(3-bromo-4-

carboxifenil)metoxi]—-6-(2-

mercaptoetil)benzdico
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Composto Estrutura Nome

Ne

21 dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-
fenoxibenzdico

22 dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-
fenilaminobenzdico

23 acido 2-(2-mercaptoetil)-6-
(feniltio)benzdico

24 dcido 5'-(1,1-dimetiletil) -
3-(2-mercaptoetil)-[1,1"'-
bifenil]-2,3'-dicarboxilico

25 dacido 2-bromo-5-(2-
mercaptometil)benzdico

26 dcido 4- (mercaptometil) -
[1,1'-bifenil]-2,3"'-
dicarboxilico

27 dcido 5-(2-mercaptometil) -

2—(fenilmetoxi)benzdico
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Composto Estrutura Nome

Ne

28 dcido 4-bromo-3-(2-
mercaptometil)benzdico

30 dcido 3-(mercaptometil)
benzdico

32 dcido 2-[(4-clorofenil)
metoxi]-6-(2-mercaptoetil)
benzdbico

33 acido 2-(bifenil-2-il-
metoxi)-6-(2-mercaptoetil)
benzdbico

34 dcido 2-[(3-bromo-5-

carboxifenil)metoxi]—-6-(2-

mercaptoetil)benzdico
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Composto Estrutura Nome

Ne

35 dacido 2-[(2-bromo-5-
carboxifenil)metoxi]-6-(2-
mercaptoetil)benzdico

36 dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-
[ (4—-metoxifenil)metoxi]
benzdico

37 dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-
[(4-metilfenil)metoxi]
benzdico

38 dcido 2-[ (4-bromo-3-

carboxifenil)metoxi]—-6-(2-

mercaptoetil)benzdico
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Composto Estrutura Nome

Ne

39 dacido 2-[(2-carboxi-5-
metoxifenil)metoxi]-6—-(2-
mercaptoetil)benzdico

40 dcido 2-(3-carboxibenzil-
0x1)-6—(2-mercaptoetil)
benzdico

41 dcido 2-(4-bromobenziloxi) -
6—(2-mercaptoetil)benzdico

42 acido 2-(4-tert-butil-
benziloxi)-6-(2-mercapto-
etil)benzdico

43 acido 2-(3-bromobenziloxi)-

6—(2-mercaptoetil)benzdico
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Composto Estrutura Nome
Ne
44 OOy © dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-
4 o metoxibenzdico
M

45 dcido 2-benzidriloxi-6-(2-
mercaptoetil)benzdico

46 dcido 2-(3-clorobenziloxi) -
6—(2-mercaptoetil)benzdico

47 dcido 3-(2-mercaptoetil)
bifenil-2-carboxilico

48 dcido 2-carboximetil-6-(2-
mercaptoetil)benzdico

Os compostos da invencdo possuem um ou mais centro(s)
de carbono(s) assimétrico(s) e, assim, podem existir na
forma de isdmeros oépticos, bem como na forma de misturas
racémicas ou nao racémicas de isdmeros dpticos. Os isdbmeros
6pticos podem ser obtidos por resolucao das misturas
racémicas de acordo com processos convencionais bem
conhecidos na 4&rea, por exemplo, por formacdo de sais

diastereoisoméricos por tratamento com um &cido ou base
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opticamente activo e depois separacdao da mistura de
diastereoisdémeros por cristalizacdo, seguida de libertacao
das Dbases opticamente activas a partir destes sais.
Exemplos de 4cidos 1uteis incluem os 4cidos tartéarico,
diacetiltartédrico, dibenzoiltartdrico, ditoluiltartdrico e

canforsulfdnico.

Um processo diferente para a separacdo de isdmeros
6pticos envolve a utilizacadao de uma coluna de cromatografia
quiral escolhida de forma éptima para maximizar a separacao
dos enantidémeros. Ainda outro método disponivel envolve a
sintese de moléculas diastereoisoméricas covalentes, por
exemplo, ésteres, amidas, acetais, cetais e afins, fazendo
reagir compostos wutilizados nos métodos inventivos e
composicgdes farmacéuticas com um acido opticamente activo
numa forma activada, um diol opticamente activo ou um
isocianato opticamente activo. Os diastereoisdmeros
sintetizados podem ser separados por meios convencionais,
como cromatografia, destilacao, cristalizacao ou
sublimacdao, e depois podem ser hidrolisados para dar origem
ao composto enantiomericamente puro. Nalguns casos &
desnecessaria a hidrdlise para formar o féarmaco paterno
opticamente activo antes de se administrar a dosagem ao
paciente, pois o composto pode comportar—-se como um pProé-
farmaco. Os compostos opticamente activos da presente
invengdo podem ser igualmente obtidos utilizando materiais

de partida opticamente activos.
Entende-se que o0s compostos da invencdo abrangem
isémeros odpticos, bem como misturas racémicas e néao

racémicas.

METODOS DA INVENCAO
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METODOS DE INIBICAO DA ACTIVIDADE DA ENZIMA NAALADase

A presente invencao refere-se a um método para inibir
a actividade da enzima NAALADase num animal ou num
mamifero, que compreende administrar ao referido animal ou
mamifero uma quantidade eficaz de um composto da invencao,

como definido acima.

METODOS DE TRATAMENTO DE ANORMALIDADES DO GLUTAMATO

A presente invencao também se refere a um método para
tratar uma anormalidade do glutamato num animal ou num
mamifero, gque compreende administrar ao referido animal ou
mamifero uma quantidade eficaz de um composto da invencao,

como definido acima.

Anormalidades do glutamato a serem tratadas podem
incluir perturbacao compulsiva, acidente vascular cerebral,
doenca desmielinizante, esquizofrenia, doenca de Parkinson,
ALS, neuropatia diabética, dor, ansiedade, perturbacdo de
ansiedade, enfraquecimento da memdria e glaucoma.
Preferivelmente, a perturbacdo compulsiva é dependéncia de

dlcool, nicotina ou cocailna.

Os pacientes com acidente vascular cerebral
experimentam muitas vezes um retardamento temporal
significativo entre o inicio da isquemia e a iniciacdo da
terapia. Assim, sd0 necessarios neuroprotectores com uma
janela terapéutica de oportunidade longa. E esperado que os
compostos da invencado tenham uma Jjanela terapéutica de
oportunidade de pelo menos 1 hora. Em conformidade, quando
a anormalidade do glutamato é acidente vascular cerebral, o
composto da invencado pode ser administrado ao referido

animal ou mamifero durante um periodo até 60 minutos, 120
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minutos ou mais apdés o inicio do acidente vascular

cerebral.

Sem pretender ficar restringido a qualguer mecanismo
de accao particular, € esperado que compostos preferidos da
presente invencdo sejam aqueles que blogqueiam a libertacéo
do glutamato de forma pré-sindptica sem interagir com
receptores do glutamato pds—-sindpticos. Esses compostos nao
terdo toxicidades comportamentais associadas a antagonistas

do glutamato pds—sindpticos.

METODOS PARA REALIZAR ACTIVIDADES NEURONAIS

A presente invencdo também se refere a um método para
realizar uma actividade neuronal num animal ou num
mamifero, gque compreende administrar ao referido animal ou
mamifero uma quantidade eficaz de um composto da invencao,

como definido acima.

A actividade neuronal que € realizada pelo método
inventivo pode ser estimulagdaoc de neurdnios danificados,
Promogao da regeneracao neuronal, prevencao da
neurodegenerescéncia ou tratamento de uma perturbacao

neuroldégica.

Preferivelmente, a actividade neuronal € tratamento de
uma perturbacdo neuroldgica que ¢é dor, neuropatia, lesao
cerebral traumatica, danos fisicos na espinal-medula,
acidente vascular cerebral associado a danos cerebrais, uma
doenca desmielinizante ou uma perturbacdo neuroldgica

relacionada com neurodegenerescéncia.

Exemplos de perturbacgdes neuroldgicas aptas a serem

tratadas pelos métodos da presente invencdo incluem, sem



49

limitacdo: neuralgia trigeminal; neuralgia glossofaringea;
Paralisia de Bell; miastenia grave; distrofia muscular;
ALS; atrofia muscular progressiva; atrofia muscular bulbar
progressiva hereditdria; sindromas de discos invertebrados
com hérnias, rupturas ou prolapsos; espondilose cervical;
perturbagdes do plexo; sindromas de destruicdao do
desfiladeiro tordacico; neuropatias periféricas, como as
causadas por chumbo, dapsona, tigques, porfiria ou sindroma
de Guillain-Barré; neuropatia diabética; dor; doenca de

Alzheimer, e doenca de Parkinson.

O método inventivo é particularmente util para tratar
uma perturbacdo neuroldégica seleccionada do grupo dgue
consiste em neuropatia periférica causada por lesdo fisica
ou estado de doenca, neuropatia diabética, neuropatias
induzidas pelo HIV, agentes quimicos e vitaminas, dor,
lesd@o cerebral traumdtica, danos fisicos na espinal-medula,
acidente wvascular cerebral associado a danos cerebrais,
doenca desmielinizante e perturbacao neuroldégica

relacionada com neurodegenerescéncia.

Quando a perturbacao neuroldgica é dor, o composto da
invencdo é preferivelmente administrado em combinacdo com

uma quantidade eficaz de morfina.

O método inventivo é particularmente util para tratar
dor neuropatica, por exemplo, dor neuropdtica induzida pelo

HIV, agentes quimicos e vitaminas.

Exemplos de perturbagdes neuroldgicas relacionadas com
neurodegenerescéncia incluem doenca de Alzheimer, doenca de

Parkinson e ALS.
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METODOS DE TRATAMENTO DE DOENCAS DA PROSTATA

A presente invencdao também se refere a um método para
tratar uma doenca da préstata num animal ou num mamifero,
que compreende administrar ao referido animal ou mamifero
uma quantidade eficaz de um composto da invencdo, como
definido acima. Uma doenca da préstata preferida é cancro

da préstata.

METODOS DE TRATAMENTO DE CANCROS

A presente invencgdao também se refere a um método para
tratar cancro num animal ou num mamifero, que compreende
administrar ao referido animal ou mamifero uma qguantidade

eficaz de um composto da invencdo, como definido acima.
Cancros preferidos a serem tratados sdo aqueles em
tecidos onde reside a NAALADase, incluindo, sem limitacao,

o0 cérebro, rim e testiculos.

METODOS DE INIBICAO DA ANGIOGENESE

A presente invencgdao também se refere a um método para
inibir a angiogénese num animal ou num mamifero, que
compreende administrar ao referido animal ou mamifero uma
quantidade eficaz de um composto da invencao, como definido

acima.

A angiogénese pode ser necessaria para a fertilidade
ou metédstases de tumores cancerigenos, ou pode estar
relacionada com uma doenca dependente da angiogénese.
Assim, os métodos inventivos também podem ser uUteis para
tratar uma doenca dependente da angiogénese, incluindo, sem
limitacdo, artrite reumatdide, doencgas cardiovasculares,

doengas neovasculares do olho, perturbacdes vasculares
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periféricas, ulceras dermatoldgicas e crescimento, invasao

ou metdstases de tumor cancerigeno.

METODOS PARA REALIZAR ACTIVIDADE DO TGF-B

A presente invencao também se refere a um método para
realizar uma actividade do TGF-f num animal ou num
mamifero, que compreende administrar ao referido animal ou
mamifero uma quantidade eficaz de um composto da invencao,

como definido acima.

Realizar wuma actividade do TGF-Bf inclui aumentar,
reduzir ou regular niveis do TGF-Bf e tratar anormalidades
associadas ao TGF-f. Exemplos de anormalidades associadas

ao TGF-PB a serem tratadas incluem perturbacgdes
neurodegenerativas, perturbacgdes da formagdo da matriz
extracelular, doencas relacionadas com O crescimento
celular, doencas infecciosas, doencas relacionadas com o
sistema imunolégico, formagdo de escaras de tecido
epitelial, doencgas vasculares associadas ao colagénio,
perturbacdes fibroproliferativas, perturbacdes do tecido
conjuntivo, inflamacdo, doengas inflamatdérias, sindroma da

dificuldade respiratdria, infertilidade e diabetes.

Perturbacdes neurodegenerativas tipicas a serem
tratadas incluem danos em tecido neural resultantes de
leséao de isquemia reperfusao, mielinizacéao e

neurodegenerescéncia.

Perturbacgdes tipicas relacionadas com © crescimento
celular a serem tratadas incluem as que afectam células
renais, células hematopoiéticas, linfdécitos, células

epiteliais e células endoteliais.
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Doencgas infecciosas tipicas a serem tratadas incluem
as causadas por um patogene macrdfago, particularmente um
patogene macréfago seleccionado do grupo gque consiste em
bactérias, leveduras, fungos, virus, protozodrios,
Trypanosoma cruzi, Histoplasma capsulatum, Candida

albicans, Candida parapsilosis, Cryptococcus neoformans,

Salmonella, Pneumocystis, Toxoplasma, Listeria,
Mycobacteria, Rickettsia e Leishmania. Micobactérias
incluem, sem limitacéao, Mycobacterium tuberculosis e

Mycobacterium leprae. Toxoplasma inclui, sem limitacgao,
Toxoplasma gondii. Rickettsia inclui, sem limitacédo, R.

prowazekii, R. coronii e R. tsutsugamushi.

Outros exemplos de doencas infecciosas a serem
tratadas incluem lesdes cutdneas isoladas ou mualtiplas,

doenca das mucosas, doenca de Chagas, sindroma da

imunodeficiéncia adquirida ("s1ipa"), toxoplasmose,
leishmaniase, tripanossomiase, schistossomiase,
criptosporidiose, infeccgdes por Mycobacterium avium,

pneumonia causada por Pneumocystis carinii e lepra.

Doengas tipicas relacionadas com o sistema imunoldgico
a serem tratadas incluem perturbacdes autoimunes; funcao
imunoldégica enfraquecida, e imunossupressao associada a uma
doenca infecciosa, particularmente infeccgéo por
tripanossomas, infecg¢do viral, virus da imunossupressao
humana, virus linfotrépico de células T humano ("HTLV-1"),

virus da coriomeningite linfocitica ou hepatite.

Doencas vasculares tipicas associadas ao colagénio a
serem tratadas incluem esclerose sistémica progressiva
("PSS"), polimiosite, escleroderma, dermatomiosite, fascite

eosinofilica, morfeia, sindroma de Raynaud, fibrose
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pulmonar intersticial, escleroderma e lupus eritematoso

sistémico.

Perturbacdes fibroproliferativas tipicas a serem
tratadas incluem nefropatia diabética, doenca renal,
vitreorretinopatia proliferativa, cirrose do figado,
fibrose biliar e mielofibrose. Doencas renais especialmente
preferidas incluem glomerulonefrite proliferativa
mesangial, glomerulonefrite crescéntica, neuropatia
diabética, fibrose intersticial renal, fibrose renal em
pacientes transplantados que recebem ciclosporina e

nefropatia associada ao HIV.

Perturbacdes tipicas do tecido conjuntivo a serem
tratadas incluem escleroderma, mielofibrose e fibrose

hepatica, intra-ocular e pulmonar.

Doengas inflamatdrias tipicas a serem tratadas estao
associadas a PSS, polimiosite, escleroderma,
dermatomiosite, fascite eosinofilica, morfeia, sindroma de
Raynaud, fibrose pulmonar intersticial, escleroderma, lupus

eritematoso sistémico, nefropatia diabética, doenca renal,

vitreorretinopatia proliferativa, cirrose do figado,
fibrose biliar, mielofibrose, glomerulonefrite
proliferativa mesangial, glomerulonefrite crescéntica,

neuropatia diabética, fibrose intersticial renal, fibrose
renal em pacientes transplantados que recebem ciclosporina

ou nefropatia associada ao HIV.

Sem pretender ficar limitado a qgualquer mecanismo de
accao particular, compostos preferidos da presente invencao
tratam doengas inflamatérias regulando o TGF-f e/ou

inibindo a mieloperoxidase.
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Outras aplicacdes associadas as propriedades

reguladoras do TGF-B dos compostos inventivos incluem:

° estimulacdo do crescimento de tecidos, glandulas ou
6rgados, particularmente do crescimento que ird aumentar
a producgdo de leite ou ganho de peso;

° estimulacdao da proliferacdo celular, particularmente
proliferacadao de fibroblastos, células mesenquimais ou
células epiteliais;

° inibicdo do crescimento celular, particularmente de
células epiteliais, células endoteliais, linfdécitos T e
B e timdbécitos;

° inibicdo da expressao de tecido adiposo, musculo-
esquelético e fendétipos hematopoiéticos, neoplasmas,
infecgdao wviral ndo citocida ou outras 1infecgdes

patogénicas e perturbacgdes autoimunes;

o mediacao da resisténcia e susceptibilidade a doencas;
. supressao da resposta imunoldgica celular;
. inibicao da formacao de tecido cicatricial,

preferivelmente na pele ou outro tecido epitelial que
tenha sido danificado por feridas resultantes de leséao
acidental, operacdes cirurgicas, laceracdes induzidas
por traumatismo ou outros traumatismos, ou feridas
envolvendo o ©peritoneu para as quais a formacao
excessiva de tecido conjuntivo consiste em adesdes

abdominais;

° aumento da eficdcia de uma vacina, particularmente uma
vacina para uma alergia, por exemplo, a pd ou febre dos

fenos, e

° inibicdo da formacao de pdlipos.

METODOS DE TRATAMENTO DE UMA PERTURBAQAO RETINIANA
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A presente invencao também se refere a um método para
tratar uma perturbacao retiniana, que compreende
administrar uma quantidade eficaz de um inibidor da

NAALADase a um animal necessitado desse tratamento.

METODOS E ESTOJOS DE DIAGNOSTICO

Os compostos da presente invencao sao Uteis para
métodos de diagndstico in vitro e in vivo com a finalidade

de detectar doencas, perturbacdes e estados nos quais os

niveis da NAALADase estdo alterados, incluindo, sem
limitacdo, ©perturbag¢des neuroldgicas, anormalidades do
glutamato, neuropatia, dor, perturbacgdes compulsivas,

doencas da prodstata, cancros, anormalidades do TGF- e

glaucoma.

Em conformidade, a presente invencgao também se refere
a um método para detectar uma doenca, perturbacao ou estado
no qual os niveis da NAALADase estdo alterados, dque

compreende:

(1) contactar uma amostra de tecido ou fluido corporal
com um composto da invencdo, como definido acima, em
que o referido composto se liga a qualguer NAALADase
presente na referida amostra, e

(ii) medir a quantidade de qualguer NAALADase ligada a
referida amostra, em que a quantidade de NAALADase ¢€
um diagnéstico da referida doenca, perturbacao ou

estado.

Exemplos de tecidos e fluidos corporais incluem, sem
limitacgcdao, tecido da préstata, fluido ejaculado, fluido da
vesicula seminal, fluido prostdatico, urina, sangue, saliva,

lagrimas, suor, linfa e expectoracéao.
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O composto pode ser etiquetado com um marcador
utilizando técnicas conhecidas na 4&area. Marcadores uteis

incluem, sem limitacdo, marcadores enzimaticos e reagentes

de imagiologia. Exemplos de reagentes de imagiologia
incluem etiquetas radioactivas, como iy, Mlp, 1231, PP,
¥p, 221, °H e 'C; etiquetas fluorescentes, como

fluoresceina e rodamina, e compostos gquimioluminescentes,

como luciferina.

A quantidade de NAALADase pode ser medida utilizando
técnicas conhecidas na 4&rea, 1incluindo, sem limitacao,
ensaios (tals como ensalos i1munométricos, calorimétricos,
densitométricos, espectrograficos e cromatograficos) e
técnicas de imagiologia (tais como espectroscopia de
ressondncia magnética ("MRS"), imagiologia de ressonédncia
magnética ("MRI"), tomografia computorizada por emissao de
um Unico fotdo ("SPECT") e tomografia por emissdo de

positrdes ("PET")).

A presente invencdo também se refere a um estojo de
diagnéstico para detectar uma doencga, perturbacdo ou estado
no qual os niveis da NAALADase estao alterados. O estojo de
diagnéstico inclui um composto da invencadao, como definido
acima, etigquetado com um marcador. O estojo de diagndstico
também pode incluir agentes de tamponamento, agentes para
reduzir a interferéncia de fundo, reagentes de controlo

e/ou aparatos para conduzir o teste.

A presente invencdo também se refere a um método para
detectar uma doencga, perturbacdao ou estado no qual os
niveis da NAALADase estdao alterados num animal ou num

mamifero, que compreende:
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(1) etiquetar um composto da invencao, como definido
acima, com um reagente de imagiologia;

(11i) administrar ao referido animal ou mamifero uma
quantidade eficaz do composto etiquetado;

(iii) permitir que o referido composto etiquetado
localize e se ligue a NAALADase presente no referido
animal ou mamifero, e

(iv) medir a quantidade de NAALADase ligada ao
referido composto etiquetado, em que a gquantidade de
NAALADase ¢é um diagndéstico da referida doenca,

perturbacao ou estado.

A guantidade de NAALADase pode ser medida in vivo
utilizando técnicas conhecidas de imagiologia, como

descrito acima.

COMPOSICOES FARMACEUTICAS DA INVENCAO

A presente invencado também se refere a uma composigao
farmacéutica compreendendo uma dquantidade eficaz de um
composto da invencao, ou um equivalente farmaceuticamente

aceitdavel, e um transportador farmaceuticamente aceitdavel.

Preferivelmente, o composto da invencdo estd presente
numa quantidade eficaz para inibir a actividade da enzima
NAALADase ou angiogénese, realizar uma actividade neuronal
ou actividade do TGF-B, ou tratar uma anormalidade do
glutamato, neuropatia, dor, doenca da prdstata ou cancro

num animal ou num mamifero.

VIA DE ADMINISTRACAO

Nos métodos inventivos, os compostos serdao geralmente
administrados a um paciente na forma de uma formulacao

farmacéutica. Essa formulacdo inclui preferivelmente, para
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além do agente activo, um transportador e/ou diluente
fisiologicamente aceitavel. Os compostos podem ser
administrados localmente ou sistemicamente por quaisquer
meios conhecidos do profissional. Por exemplo, 0S8 compostos
podem ser administrados oralmente, parentericamente, por
pulverizagao para 1inalacgéao, topicamente, rectalmente,
nasalmente, bucalmente, vaginalmente ou via um reservatdrio
implantado em formulacdes de dosagem contendo
transportadores, adjuvantes e veiculos convencionais, nao
tdxicos e farmaceuticamente aceitaveis. 0 termo
parentérico, tal como ¢ aqui utilizado, inclui injeccéao
subcuténea, intravenosa, intra-arterial, intramuscular,
intraperitoneal, intratecal, intraventricular, intra-
esterno, intracraniana ou intra-déssea e técnicas de
infusdao. O protocolo exacto de administracdo ira variar
dependendo de varios factores, incluindo a idade, peso do
corpo, estado geral de saude, sexo e dieta do paciente; a
determina¢do de procedimentos de administracao especificos

serd rotineira para um profissional.

Para serem terapeuticamente eficazes como alvos do
sistema nervoso central, 0s compostos devem penetrar
rapidamente na barreira hematoencefdlica quando sao
administrados perifericamente. Os compostos que nao
conseguem penetrar na barreira hematoencefdlica podem ser
administrados eficazmente por uma via intraventricular ou
por outros métodos reconhecidos na area. Ver, por exemplo,

Patentes U.S. N°s 5,846,565, 5,651,986 e 5,626,862.

DOSAGEM
Os compostos e composicdes da presente invencdo podem
ser administrados na forma de uma uUnica dose, multiplas

doses discretas ou infusadao continua. 0Os compostos sao bem
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adequados a infusao continua. Para a infusdo continua €
preferivel a utilizacdo de meios de bombas, particularmente

meios de bombas subcuténeas.

Niveis de doses da ordem de cerca de 0,001 até cerca
de 100 000 mg/kg do composto ingrediente activo sdo uteis
no tratamento dos estados acima, em que niveis preferidos
sdo cerca de 0,1 até cerca de 1 000 mg/kg e niveis mais
preferidos s&o cerca de 1 até cerca de 100 mg/kg. O nivel
da dose especifica para qualquer paciente particular ira
variar dependendo de uma variedade de factores, incluindo a
actividade e a possivel toxicidade do composto especifico
empregue; a idade, peso do corpo, estado geral de saude,
sexo e dieta do paciente; a altura da administracdo; a taxa
de excrecdo; combinacdo de farmacos; a gravidade da doenca
particular a ser tratada, e a forma da administracéo.
Tipicamente, resultados de dosagem—-efeito in vitro
proporcionam directrizes uUteis quanto as doses apropriadas
para administracdo a pacientes. Estudos em modelos animais
também sao uteis. As consideracdes para determinar os

niveis de doses apropriadas sdao bem conhecidas na area.

REGIME DE ADMINISTRAQAO

Para os métodos da presente invencgdo, gqualgquer regime
de administragdao bem conhecido do profissional para regular
a altura e sequéncia da distribuicdo de farmaco pode ser
utilizado e repetido consoante o necessdrio para se obter o
tratamento. Esse regime pode incluir pré-tratamento e/ou

co—administracdo com agentes terapéuticos adicionais.

CO—ADMINISTRAQAO COM OUTROS TRATAMENTOS

Os compostos e composicdes da presente invencdo podem

ser utilizados isoladamente ou em combinag¢do com um ou mais
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agente(s) adicional (adicionais) para aplicacao simulténea,

separada ou sequencial.

O(s) agente (s) adicional (adicionais) pode (m) ser
qualquer (quaisquer) agente(s) terapéutico(s) conhecido(s)
do profissional, incluindo, sem limitacdo: um ou mais
composto(s) da invencao; esterdides, por exemplo,
hidrocortisonas, como metilprednisolona; férmacos anti-
inflamatdérios ou anti-imunoldgicos, como metotrexato,
azatioprina, ciclofosfamida ou ciclosporina A; interferao-
B; anticorpos, como anticorpos anti-CD4; agentes que podem
reduzir o risco de um segundo acontecimento isquémico, como
ticlopidina; agentes gquimioterapéuticos; composicdes
imunoterapéuticas; radiossensibilizadores

electromagnéticos, e morfina.

Os compostos da presente 1invengado podem ser CoO-
administrados com um ou mais agentes terapéuticos, quer (i)
juntamente numa uUnica formulacdo ou (ii) separadamente em
formulagdes individuais concebidas para se obterem taxas
6ptimas de libertacdo do respectivo agente activo. Cada
formulagao pode conter desde cerca de 0,01% até cerca de
99,99% por peso, preferivelmente desde cerca de 3,5% até
cerca de 60% por peso, de um composto da presente invencao,
bem como um ou mais excipientes farmacéuticos, como agentes

humedecedores, emulsionantes e de tamponamento do pH.

PREPARACAO DOS COMPOSTOS

Os compostos da presente invencgao podem ser facilmente
preparados por técnicas comuns de quimica orgénica
utilizando as vias de sintese gerais ilustradas abaixo nos

Esquemas I, II, III e IV. Os compostos precursores estao



comercialmente disponiveis ou podem ser preparados

métodos conhecidos do profissional.

ESQUEMA I
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EXEMPLOS

Os exemplos seguintes sao ilustrativos da presente
invencdao e nao se pretende gque lhe imponham limitacdes. A
menos que indicado em contrario, todas as percentagens sao

baseadas em 100% por peso da composigao final.
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EXEMPIO 1

Procedimento Para A Sintese Do Acido 3-(2-Mercaptoetil)-—

[1,1'-Bifenil]-2,3'-Dicarboxilico (10) (Esquema I)

Ester de etilo do &cido 3-(2,2-dimetil-4-oxo-4H-1,3-benzo-

dioxino-5-11)benzdico

A uma solucao de 2,2-dimetil-5-trifluorometano-
sulfoniloxi-4H-1,3-benzodioxino-4-ona (2,0 g, 5,8 mmol),
dcido 3-etoxicarbonilfenilborédnico (1,34 g, 6,9 mmol) e
K.CO; anidro em pd (2,61 g, 18,9 mmol) em DMF (30 mL)
adicionou-se tetraquis(trifenilfosfina)paladio (0,202 g,
0,175 mmol). Agqueceu-se a mistura no refluxo durante 2
horas. Deixou-se a mistura reaccional arrefecer para a
temperatura ambiente ("t.a.") e adicionou-se HC1 1 N (25
mL). Extraiu-se a mistura com EtOAc (3 X 25 mL). Os
extractos combinados foram lavados com 4&gua e solucdao
salina, depois foram secos em MgSO,, foram filtrados e
concentrados. O material em bruto foi purificado por
cromatografia "flash" (EtOAc/hexanos 1:15), dando origem ao
éster de etilo do Aacido 3-(2,2-dimetil-4-ox0-4H-1, 3-
benzodioxino-5-il)benzdéico (1,2 g, 63%) na forma de um
s6lido branco: 'H NMR (CDCls) & 1,39 (t, J = 7,1 Hz, 3H),
1,80 (s, ©oH), 4,39 (¢, J = 7,0 Hz, 2H), 7,01 (d, J = 8,0
Hz, 2H), 7,47-7,57 (m, 3H), 8,00 (t, J= 1,5 Hz, 1H), 8,07
(dt, 0= 17,5, 1,5 Hz, 1H).

Ester de dimetilo do &cido 3-hidroxi-[1,1'-bifenil]-2,3'-

dicarboxilico

A uma solucdo de éster de etilo do 4&acido 3-(2,2-
dimetil-4-oxo-4H-1,3-benzodioxino-5-11)benzdéico (1,4 g, 4,3
mmol) em metanol (10 mL) adicionou-se metdéxido de sddio

(0,5 M em metanol, 25 mL) a 0°C. Agitou-se a solucédo a t.a.
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durante 15 minutos. A reaccao foili rapidamente arrefecida
por adicdo de HC1 1 N (30 mL) e foi extraida com EtOAc (3 X
30 mL). Os extractos orgdnicos combinados foram secos em
MgS0O, e concentrados, dando origem ao éster de dimetilo do
dcido 3-hidroxi-[1,1'-bifenil]-2,3'-dicarboxilico (1,2 g,
95%) na forma de um sélido amarelo: 'H NMR (CDCls) & 3,43
(s, 3H), 3,93 (s, 3H), 6,79 (dd, o= 17,5, 0,9 Hz, 1H), 7,04
(dd, = 17,5, 0,9 Hz, 1H), 7,43 (m, 3H), 7,93 (m, 1H), 8,02
(dm, J = 7,0 Hz, 1H), 10,8 (s, 1H).

Ester de dimetilo do 4dcido 3-trifluorometanossulfoniloxi-

[1,1-bifenil]-2,3"'-dicarboxilico

A uma solucdo de éster de dimetilo do &cido 3-hidroxi-
1,1"'-bifenil]-2,3'-dicarboxilico (1,1 g, 3,8 mmol) em
diclorometano (15 mL) adicionaram-se piridina (1,00 mL,
12,3 mmol) e anidrido trifluorometanossulfdénico (0,90 mL,
5,4 mmol) a 0°C. Agitou-se a solucgao a 0°C durante 2 horas.
Adicionou-se HC1 1 N aquoso (20 mL) e extraiu-se a mistura
com diclorometano (3 X 20 mL). Os extractos organicos
combinados foram lavados com &agua e solugdo salina, foram
secos em MgSO,, filtrados e concentrados, dando origem ao
éster de dimetilo do 4acido 3-trifluorometanossulfoniloxi-
[1,1'-bifenil]-2,3"'-dicarboxilico (1,4 g, 87%) na forma de
um s6lido amarelo: 'H NMR (CDCls) 8 3,72 (s, 3H), 3,94 (s,
3H), 7,38-7,62 (m, 5H), 8,08 (m, 2H).

Ester de dimetilo do 4&cido 3-etenil-[1,1'-bifenil]-2,3'-

dicarboxilico

Uma mistura de éster de dimetilo do &cido 3-trifluoro-
metanossulfoniloxi-[1,1'-bifenil]-2,3'-dicarboxilico (1,3
g, 3,1 mmol), tetraquis(trifenilfosfina)paladio (0,36 g,
0,31 mmol), LiCl (0,94 g, 22,2 mmol), trietilamina (0,6 mL,

4,3 mmol) e tri-n-butil(vinil)estanho (1,0 mL, 3,4 mmol) em
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1,4-dioxano (30 mL) foi aquecida no refluxo sob N; durante
4 horas. Apds arrefecimento para a t.a., a mistura foi
filtrada num tampdo de silica gel e o filtrado foi
concentrado. Purificacdo por cromatografia "flash" (EtOAc/
hexanos 1:10) deu origem ao éster de dimetilo do &acido 3-
etenil-[1,1"'-bifenil]-2,3'-dicarboxilico (0,91 g, 99%) na
forma de um sélido branco: 'H NMR (CDCls) & 3,61 (s, 3H),
3,92 (s, 3H), 5,40 (d, J = 11,1 Hz, 1H), 5,79 (d, J = 17,5
Hz, 1H), 6,87 (dd, = 17,4, 11,0 Hz, 1H), 7,31 (4, J= 7,5
Hz, 1H), 7,44-7,49 (m, 2H), 7,56 (dm, J = 7,5 Hz, 1lH), 7,62
(d, = 8,0 Hz, 1H), 8,03 (dm, J = 7,5 Hz, 1H), 8,08 (t, 1,
J=1,5 Hz, 1H).

Ester de dimetilo do 4&cido 3-[2-(acetiltio)etil]-[1,1'-

bifenil]-2,3'-dicarboxilico

A uma solucdo de éster de dimetilo do acido 3-etenil-
[1,1"-bifenil]-2,3'-dicarboxilico (0,85 g, 2,9 mmol) em
benzeno (10 mL) adicionou-se acido tiocacético (2,1 mL, 29,4
mmol) seguido de AIBN (0,053 g, 0,32 mmol). A solucao foi
desoxigenada durante 30 minutos fazendo borbulhar azoto na
solucao e depois foi aquecida no refluxo durante 4 horas.
Adicionou-se a solugdo NaHCOs aquoso saturado (20 mL) e
extraiu-se a mistura com EtOAc (2 X 20 mL). Os extractos
orgadnicos combinados foram lavados com 4&dgua e solucgéo
salina, foram secos em MgSO,, filtrados e concentrados. O
residuo foli purificado por cromatografia "flash" (EtOAc/
hexanos 1:12), dando origem ao éster de dimetilo do &cido
3-[2-(acetiltio)etil]—-[1,1'-bifenil]-2,3"'-dicarboxilico
(0,51 g, 48%) na forma de um sélido quase branco: 'H NMR
(CDC1ls) & 2,35 (s, 3H), 2,93 (m, 2H), 3,14 (m, 2H), 3,62
(s, 3H), 3,93 (s, 3H), 7,29 (dd, 0= 7,6, 0,9 Hz, 1H), 7,35
(dd, J = 7,5, 0,8 Hz, 1H), 7,44 (4, J = 7,6 Hz, 1H), 7,48
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(d, 9= 7,5 Hz, 1H), 7,55 (dt, J = 8,0, 1,5 Hz, 1H), 8,03
(dt, 09 =7,9, 1,5 Hz, 1H), 8,07 (t, J= 1,5 Hz, 1lH).

Ester de 2-metilo do acido 3-(2-mercaptoetil)—-[1,1"'-

bifenil]-2,3'-dicarboxilico

A uma solucdo desoxigenada de éster de dimetilo do
acido 3-[2-(acetiltio)etil]-[1,1'-bifenil]-2,3"-
dicarboxilico (0,50 g, 1,34 mmol) em THF (3,5 mL)
adicionou-se uma solucdo desoxigenada de NaOH (0,38 g, 9,4
mmol) em dgua (3,5 mL). Agitou-se a mistura durante a noite
e adicionou-se HC1 1 N (20 mL). Extraiu-se a mistura com
EtOAc (3 X 20 mL). Os extractos orgdnicos combinados foram
lavados com &agua e solucdo salina, foram secos em MgSQOg,
filtrados e concentrados, dando origem ao éster de 2-metilo
do acido 3-(2-mercaptoetil)-[1,1'-bifenil]-2,3"'-
dicarboxilico (0,35 g, 83%) na forma de um sdélido guase
branco: 'H NMR (CDCls) & 1,46 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 2,83 (m,
2H), 3,00 (m, 2H), 3,60 (s, 3H), 7,33-7,31 (m, 2H), 7,46
(¢, J= 7,7 Hz, 1H), 7,52 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,61 (dm, J
= 7,9 Hz, 1H), 8,10 (dm, J = 7,9 Hz, 1H), 8,14 (m, 1H).

Acido 3-(2-mercaptoetil)-[1,1'-bifenil]-2,3"'-dicarboxilico

(10)

A uma suspensao desoxigenada de etanotiolato de sdédio
(0,135 g, 1,60 mmol) em DMF (0,5 mL) adicionou-se uma
solugdo de éster de 2-metilo do 4&acido 3-(2-mercaptoetil)-
[1,1"-bifenil]-2,3'-dicarboxilico (0,10 g, 0,32 mmol) em
DMF (0,5 mL). Fez-se borbulhar &rgon na mistura durante 10
minutos. Aqueceu-se a reacgao a 100°C durante 1 hora e a
200°C durante outra hora. Depois da mistura ter arrefecido
para a t.a., a reaccao foi rapidamente arrefecida com HC1l 1
N (20 mL) e foi extraida com EtOAc (3 X 20 mL). Os

extractos orgadnicos combinados foram lavados com &agua e
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solucao salina, foram secos em MgSOy, filtrados e
concentrados, dando origem ao &cido 3-(2-mercaptoetil)-
[1,1'"-bifenil]-2,3'-dicarboxilico (0,055 g, 57%) na forma
de um sé6lido branco: *H NMR (CDCls) & 1,51 (t, J = 8,0 Hz,
1H), 2,87-2,93 (m, 2H), 3,12-3,08 (m, 2H), 7,37 (m, 2H),
7,57-7,47 (m, 2H), 7,70 (dm, J = 7,9 Hz, 1H), 7,98 (dm, J =
7,8 Hz, 1H), 8,30 (m, 1H); C NMR (CDCls) & 26,2, 38,8,
128,1, 129,3, 129,7, 129,8, 129,9 «(2C), 130,5, 133,3,
134,4, 137,7, 139,1, 141,2, 172,3, 176,9. Analise Calculada
para CigH140.5: C, 63,56; H, 4,67; S, 10,6l1l. Experimental:
Cc, 63,65; H, 4,88; S, 10,33.

EXEMPLO 2

Procedimento Para A Sintese Do Acido 2-[(4-Carboxifenil)

Metoxi]—6—(2-Mercaptoetil)Benzdico (7) (Esquema II)

5-Etenil-2,2-dimetil-4H-1, 3-benzodioxino-4-ona

Uma mistura de 2,2-dimetil-5-trifluorometanossulfonil-
oxi—-4H-1,3-benzodioxino-4-ona (9,90 g, 30,3 mmol), tributil
(vinil)estanho (10,10 g, 31,9 mmol), cloreto de 1litio (8,70
g, 205 mmol) e trietilamina (5,0 mL, 36,0 mmol) em 1,4-
dioxano (300 mL) foi desoxigenada fazendo borbulhar azoto
na mistura durante 1 hora. Adicionou-se a mistura tetraquis
(trifenilfosfina)palddio (3,40 g, 2,90 mmol) e aqueceu-se a
mistura a 100°C for 3 horas. Deixou-se a mistura arrefecer
para a t.a. e depois foi filtrada. O filtrado foi
concentrado e purificado por cromatografia "flash" (1:12,
EtOAc/hexanos), dando origem a 5-etenil-2,2-dimetil-4H-1,3-

benzodioxino-4-ona (5,00 g, 81%) na forma de um &leo
amarelo: 'H NMR: (CDCls) & 1,72 (s, 6H), 5,43 (dd, J =
11,0, 1,3 Hz, 1H), 5,72 (dd, J = 17,5, 1,3 Hz, 1H), 6,89
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(d, J0=28,0 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,47 (t, J =
8,0 Hz, 1H), 7,73 (dd, J= 17,5, 11,0 Hz, 1H).

Ester de metilo do &cido 2-etenil-6-hidroxibenzdico

A 5-etenil-2,2-dimetil-4H-1, 3-benzodioxino—-4-ona (4,01
g, 19,6 mmol) adicionou-se metdéxido de sdédio 0,5 M em
metanol (85 mL, 42,5 mmol) a t.a. Passados 15 minutos
adicionou-se a solucdo HCl1 1 N aquoso (100 mL). Extraiu-se
a solucdao turva com éter (2 X 100 mL). Os extractos
orgadnicos combinados foram lavados com H,O0 (50 mL) e
solucdao salina (50 mL), foram secos em Na,SO,, filtrados e
concentrados, dando origem ao éster de metilo do &cido 2-
etenil-6-hidroxibenzdico (2,0 g, 57%) na forma de um &leo
amarelo. Este material foi utilizado no passo seguinte sem
purificacdo suplementar: 'H NMR (CDCls) & 3,96 (s, 3H),
5,26 (dd, J = 10,8, 1,5 Hz, 1H), 5,49 (dd, J = 17,3, 1,5
Hz, 1H), 6,95 (m, 2H), 7,23-7,39 (m, 2H), 11,12 (s, 1H).

Ester de metilo do 4&cido 2-etenil-6-[4-(metoxicarbonil)

fenil]metoxibenzdico

A uma solucao agitada do material acima (0,500 g, 2,8
mmol) em acetona (10 mL) adicionaram-se K;COs3 (1,50 g, 10,9
mmol) e 4-(bromometil)benzoato de metilo (0,71 g, 3,10
mmol) a t.a. A mistura fol agitada sob azoto durante 3
horas e foi filtrada. O filtrado foi concentrado e o
residuo foli purificado por cromatografia "flash" (EtOAc/
hexanos 1:10), dando origem ao éster de metilo do &cido 2-
etenil-6-[4- (metoxicarbonil)fenil]metoxibenzdéico (0,73 g,
80%) na forma de um sélido branco: ‘H NMR (CDCls) & 3,92
(s, 6H), 5,17 (s, 2H), 5,37 (dd, J = 11,1, 1,0 Hz, 1H),
5,7 (dd, J = 17,6, 0,9 Hz, 1H), 6,70 (dd, 1, J = 17,4,
11,1 Hz, 1H), 6,83 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,20 (d, J = 8,0
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Hz, 1H) 7,29 (¢, J = 8,0 Hz, 1H), 7,46 (d, J = 8,4 Hz, 2H),
8,04 (d, J = 8,3 Hz, 2H).

Ester de metilo do acido 2-[2-(acetiltio)etil]-6-[4-

(metoxicarbonil)fenil]lmetoxibenzdico

A uma solucdo de éster de metilo do 4dcido 2-etenil-6-
[4- (metoxicarbonil)fenil]metoxibenzdico (0,71 g, 2,18 mmol)
em benzeno (10 mL) adicionou-se acido tiocacético (1,80 mL,
25,2 mmol) seguido de AIBN (37 mg, 0,23 mmol). Depois de se
ter feito borbulhar azoto na solucgdo durante 30 minutos,
aqueceu-se a solucao no refluxo durante 4 horas. Deixou-se
a reacgao arrefecer para a t.a. e adicionou-se NaHCO;
saturado (20 mL). Extraiu-se a mistura com EtOAc (3 X 20
mL) . Os extractos orgédnicos combinados foram lavados com
dgua e solucdo salina, foram secos em MgSO,, filtrados e
concentrados in vacuo. O residuo foi purificado por
cromatografia "flash" (EtOAc/hexanos 1:10), dando origem ao
éster de metilo do 4cido 2-[2-(acetiltio)etil]-6-[4-
(metoxicarbonil)fenil]lmetoxibenzdéico (0,50 g, 60%) na forma
de um 6leo limpido:
'H NMR (CDCls;) & 2,34 (s, 3H), 2,85-2,82 (m, 2H), 3,07-3,10
(m, 2H), 3,92 (s, 3H), 3,94 (s, 3H), 5,16 (s, 2H), 6,81 (d,
J = 8,2 Hz, 1H), 6,92 (d, J= 7,7 Hz, 1H), 7,28 (t, J = 8,2
Hz, 1H), 7,46 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 8,04 (d, J = 8,3 Hz,
2H) .

Acido 2-[(4-carboxifenil)metoxi]-6-(2-mercaptoetil)benzdico

(1)

A uma solucdo desoxigenada de éster de metilo do acido
2—-[2-(acetiltio)etil]-6-[4-(metoxicarbonil)fenil]metoxi-
benzdéico (0,20 g, 0,50 mmol) em EtOH 95% (3 mL) adicionou-
se uma solucado desoxigenada de KOH (0,463 g, 8,3 mmol) em

EtOH 95% (3 mL) sob azoto. A solucdao foil aquecida no
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refluxo durante a noite e foil rapidamente arrefecida por
adicdo de HC1 1 N (20 mL). A mistura foli extraida com EtOAc
(3 X 20 mL) e os extractos orgédnicos combinados foram
lavados com 4&gua e solucdo salina, depois foram secos em
MgSQ0y4, filtrados e concentrados. Purificacéao por
cromatografia "flash" (diclorometano/hexanos 1:1 com acido
acético 1%) deu origem ao acido 2-[(4-carboxifenil)metoxi]-
6—(2-mercaptoetil)benzdico (0,077 g, 46%) na forma de um
s6lido branco: 'H NMR (CDsOD) & 2,75 (m, 2H), 2,92 (m, 2H),
5,22 (s, 2H), 6,93 (4, J = 7,5 Hz, 1H), 6,98 (d, J = 8,2
Hz, 1H), 7,30 (¢, J = 8,3 Hz, 1H), 7,55 (d, J = 7,9 Hz,
2H), 8,02 (d, J = 8,0 Hz, 2H); ~C NMR (CD:0D) & 26,5, 39,8,
71,1, 112,4, 123,9, 126,9, 128,3, 131,3, 131,7, 131,8,
139,9, 144,2, 156,7, 170,0, 172,3. Anadlise Calculada para
Cq17H16058: C, 61,43; H, 4,85; S, 9,65. Experimental: C,
6l1,16; H, 4,95; S, 9,44.

EXEMPLO 3

Procedimento Para A Sintese Do Acido 4-Mercaptometil—[1,1'—

Bifenil]-2,3'-Dicarboxilico (26) (Esquema III)

Acido 4-metil-[1,1'-bifenil]-2,3'-dicarboxilico

A uma solugdo de 4cido 2-bromo-5-metilbenzdico (5,00
g, 23,3 mmol) em DME (100 mL) adicionaram-se acido 3-
carboxifenilbordénico (3,86 g; 23,3 mmol), uma solucdo de
Na,COs (9,90 g, 93 mmol) em H,O e tetraquis(trifenilfosfina)
palddio. Agitou-se a mistura a 90°C durante 4 dias. Deixou-
se a mistura arrefecer para a t.a., foi diluida com EtOAc
(50 mL) e lavada com uma solugcao saturada de NaHCO3;. A
camada aquosa foi separada, foi acidificada com HC1 10% e
extraida com EtOAc (3 X 20 mL). Os extractos combinados
foram secos em MgSO, e concentrados. O material em bruto

foi purificado por cromatografia em coluna (hexanos/EtOAc
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9:1 &cido acético 1%), dando origem ao acido 4-metil-[1,1'-
bifenil]-2,3'-dicarboxilico (2,20 g, 37%) na forma de um
s6lido: 'H NMR (DMSO-d¢) & 2,40 (s, 3H), 7,30 (m, 1H), 7,42
(m, 1H), 7,52-7,57 (m, 2H), 7,60 (s, 1H), 7,85 (s, 1H),
7,91-7,92 (m, 1H).

Ester de dimetilo do 4&cido 4-metil-[1,1'-bifenil]-2,3'-

dicarboxilico

A uma solucdo de 4&cido 4-metil-[1,1'-bifenil]-2,3'-
dicarboxilico (2,20 g, 8,6 mmol) em metanol (150 mL)
adicionou-se H;S0, concentrado (1,6 mL) e aqueceu-se a
mistura no refluxo durante a noite. Removeu-se o0 solvente
sob pressao reduzida e o residuo foi submetido a particéao
entre solugcao aquosa saturada de NaHCO; e EtOAc (20 mL). A
camada orgadnica foil seca em MgSO, e foi concentrada, dando
origem ao éster de dimetilo do 4dcido 4-metil-[1,1'-
bifenil]-2,3'-dicarboxilico (2,26 g, 92%) na forma de um
material em bruto. Utilizou-se este produto na reaccgao
seguinte sem purificacdo suplementar: 'H NMR (DMSO-d¢) §
2,41 (s, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,88 (s, 3H), 7,36-7,38 (m,
1H), 7,47-7,48 (m, 1H), 7,56-7,58 (m, 2H), 7,62 (s, 1H),
7,82 (s, 1H), 7,94-7,96 (m, 1H).

Ester de dimetilo do 4&cido 4-bromometil-[1,1'-bifenil]-

2,3'-dicarboxilico

A uma solucdo de éster de dimetilo do &dcido 4-metil-
[1,1'-bifenil]-2,3"'-dicarboxilico (2,26 g, 7,9 mmol) em
CCls; (50 mL) adicionaram-se perdxido de benzoilo (0,010 g,
0,04 mmol) e NBS (1,42 g, 8,0 mmol) e a mistura refluiu
durante 3 dias. Deixou-se a mistura reaccional arrefecer
para a t.a., foi filtrada e concentrada. O residuo foi
purificado por cromatografia em coluna (hexanos/EtOAc 95:5

até 90:10), dando origem ao éster de dimetilo do acido 4-
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bromometil-[1,1"'-bifenil]-2,3'-dicarboxilico (1,71 g, 60%):
'H NMR (DMSO-d¢) & 3,61 (s, 3H), 3,88 (s, 3H), 4,84 (s,
2H), 7,48-7,50 (d4, J = 8,0 Hz, 1H), 7,59-7,60 (m, 2H),
7,72-7,75 (m, 1H), 7,85 (s, 1H), 7,90 (m, 1H), 7,97-7,99

(m, 1H).

Ester de dimetilo do &cido 4-acetiltiometil-[1,1'-bifenil]-

2,3'-dicarboxilico

A uma solucdo de éster de dimetilo do &cido 4-
bromometil-[1,1'-bifenil]-2,3'-dicarboxilico (1,59 g, 4,4
mmol) em acetona (75 mL) adicionou-se tiocacetato de
potdssio (0,60 g, 5,3 mmol) e a mistura refluiu durante 1
hora. Deixou-se a mistura arrefecer para a t.a., foi
filtrada e concentrada. O produto residual foi purificado
por cromatografia em coluna (hexanos/EtOAc, 9/1), dando
origem ao éster de dimetilo do 4&cido 4-acetiltiometil-
[1,1'-bifenil]-2,3"'-dicarboxilico (1,21 g, 76%): 'H NMR
(DMSO-d¢) & 2,39 (s, 3H), 3,60 (s, 3H), 3,88 (s, 3H), 4,23
(s, 28), 7,42-7,44 (4, J = 8,0 Hz, 1H), 7,57-7,60 (m, 3H),
7,74 (s 1H), 7,83 (s, 1H), 7,96-7,99 (m, 1H).

Acido 4-mercaptometil-[1,1"'-bifenil]-2,3"'-dicarboxilico

(26)

A uma solucdo de éster de dimetilo do &acido 4-acetil-
tiometil-[1,1'-bifenil]-2,3"4carboxilico (0,27 g, 0,75
mmol) em THF desoxigenado adicionou-se uma solucao
desgaseificada de hidrdéxido de sdédio (0,12 g, 3,0 mmol) em
H,O0 (5 mL) a t.a. Apds 24 horas, adicionou-se a mistura
reaccional solucdo adicional de hidréxido de sddio (0,09 g)
em H,O (2 mL) e agitou-se a mistura durante 24 horas. A
mistura foi acidificada com HCl1l 10% e foi extraida com
EtOAc. O extracto foi seco em MgS0O, e foi concentrado. O

material em bruto foi purificado por cromatografia em
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coluna com (9:1 diclorometano/EtOAc com acido acético 1%),
dando origem ao &cido 4-mercaptometil-[1,1'-bifenil]-2,3'-
dicarboxilico (0,20 g, 92%) na forma de um sdélido branco:
'H NMR (DMSO-d¢) & 3,10 (t, J = 8,03 Hz, 1H), 3,89 (d, J =
8,03 Hz, 2H), 7,43 (4, J = 7,53 Hz, 1H), 7,58-7,65 (m, 3H),
7,83 (d, J= 2,01 Hz, 1H), 7,92 (s, 1H), 7,97-8,00 (m, 1H).
Andlise Calculada para CisH1,045-0,5AcOH : C, 60,37; H,
4,43; 0O, 25,13; S, 10,07. Experimental: C, 60,28; H, 4,45;
S, 10,15.

EXEMPLO 4

Procedimento Para A Sintese Do Acido 2-Carboximetil-6-(2-

Mercaptoetil)Benzdico (48) (Esquema IV)

Ester de metilo do &cido 2-hidroxi-6-metoxicarbonilmetil-

benzdico

A  uma solucdo de Aacido 2-carboximetil-6-hidroxi-
benzéico (5,021 g, 25,6 mmol) em DMF (100 mL) a 0°C
adicionaram-se K;COs; (3,567 g, 25,9 mmol) e CH3I (7,9 mL,
51,9 mmol). Apds agitacdo sob azoto a 0°C durante 4 horas,
a reaccao foi submetida a particdao entre H;O (100 mL) e
éter (150 mL). A camada aquosa foi acidificada com HC1l 1 N
e fol extraida com EtOAc (200 mL). A camada de EtOAc foi
seca em MgSO, e concentrada in vacuo, dando origem ao
composto em bruto éster de metilo do &dcido 2-hidroxi-6-
metoxicarbonilmetilbenzdéico na forma de um 6leo incolor
(3,2 g, 56%): 'H NMR (CDCls) & 3,69 (s, 3H), 3,89 (s, 5H),
6,72 (4, J = 6,7 Hz, 1H), 6,96 (d, J = 8,0 Hz, 1lH), 7,33-
7,38 (m, 1H).

Ester de metilo do dcido 2-metoxicarbonilmetil-6-trifluoro-—

metanossulfoniloxibenzdico
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A uma solucdo de éster de metilo do acido 2-hidroxi-6-
metoxicarbonilmetilbenzdico (2,51 g, 11,2 mmol) em CHyCl,
(50 mL) a 0°C adicionaram-se anidrido triflico (3,0 mL,
17,8 mmol) e piridina (2,40 mL, 29,7 mmol). Deixou-se a
solucdao aquecer para a t.a. durante a noite e foi
concentrada in vacuo. O residuo foi diluido com EtOAc (100
mL) e foi lavado com HC1 1 N (25 mL), NaHCO3 aquoso
saturado (25 mL), H;O (25 mL) e solucdo salina (25 mL). A
camada organica foi seca em MgSO, e foi concentrada. O
residuo foi purificado por cromatografia "flash"™ (10%
EtOAc/hexanos), dando origem ao éster de metilo do &acido 2-

metoxicarbonilmetil-6-trifluorometanossulfoniloxibenzdico
na forma de um 6leo (3,5 g, 90%): 'H NMR (CDCls) & 3,86 (s,
3H), 4,06 (s, 2H), 4,10 (s, 3H), 7,4 (d, J = 7,6 Hz, 1H),
7,50 (4, = 7,6 Hz, 1H), 7,67 (t, J = 8,2 Hz, 1H).

Ester de metilo do 4&cido 2-metoxicarbonilmetil-6-vinil-

benzdico

Uma mistura de éster de metilo do acido 2-
metoxicarbonilmetil-6-trifluorometanossulfoniloxibenzdico
(2,705 g, 7,6 mmol), LiCl (2,355 g, 55,6 mmol), NEt; (1,5
mL, 10,8 mmol), Pd[P(Ce¢Hs)3lsa (1,09 g, 0,94 mmol) e tributil
(vinil)estanho (2,85 mL, 9,75 mmol) em dioxano (50 mL) foi
aquecida no refluxo. Passadas 3 horas deixou-se a reacgao
arrefecer para a t.a., tendo sido filtrada numa almofada de
silica gel e concentrada. O produto em bruto foi purificado
por cromatografia "flash" em SiO, (13% EtOAc/hexanos),
dando origem ao éster de metilo do Aacido 2-metoxicarbonil-
metil-6-vinilbenzdéico na forma de um sdélido amarelo (1,50
g, 84%): 'H NMR (CDCls) & 3,67 (s, 3H), 3,89 (s, 5H), 5,32
(d, J = 10,9 Hz, 1H), 5,68 (d, J = 17,4 Hz, 1lH), 6,82 (dd,
J=17,4, 10,9 Hz, 1H), 7,20 (4, J = 7,1 Hz, 1H), 7,36 (m,
1H), 7,50 (d, J= 7,8 Hz, 1H).
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Ester de metilo do &dcido 2-(2-acetilsulfaniletil)-6-metoxi-—

carbonilmetilbenzdico

Fez-se borbulhar azoto numa solucdo de éster de metilo
do &cido 2-metoxicarbonilmetil-6-vinilbenzdico (1,31 g,
5,60 mmol), &cido tioacético (4,00 mL, 56,0 mmol) e AIBN
(0,184 g, 1,10 mmol) em benzeno (30 mL) durante 3 horas a
t.a., para remover oxigénio. Aqueceu-se a mistura no
refluxo durante 3 horas. Deixou-se a solucdo arrefecer para
a t.a. e adicionou-se NaHCO3; aquoso saturado (100 mL).
Extraiu-se a mistura com EtOAc (100 mL); a camada organica
foi lavada com H;O (100 mL) e solugcdo salina (100 mL),
depois foi seca em MgSO, e concentrada in vacuo.
Cromatografia "flash"™ em SiO, (10% EtOAc/hexanos) deu
origem ao éster de metilo do 4&cido 2-(2-acetilsulfanil-
etil)-6-metoxicarbonilmetilbenzdico na forma de um sdlido
amarelo (0,555 g, 33%): 'H NMR (CDCls): & 2,40 (s, 3H),
2,94-2,99 (m, 2H), 3,13-3,18 (m, 2H), 3,75 (s, 3H), 3,78
(s, 2H), 3,99 (s, 3H), 7,25 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,32 (d, J
= 7,6 Hz, 1H), 7,42 (t, J = 7,6 Hz, 1H).

Acido 2-carboximetil-6-(2-mercaptoetil)benzdico (48)

Uma mistura desoxigenada de éster de metilo do &cido
2-(2-acetilsulfaniletil)-6-metoxicarbonilmetilbenzdico
(0,555 g, 1,77 mmol) e KOH 6 N (3 mL) em EtOH (7 mL) foi
aquecida no refluxo durante 18 horas. Depois de deixada
arrefecer para a t.a., a mistura foi submetida a particao
entre HC1 1 N (75 mL) e EtOAc (100 mL). A camada orgénica
foi lavada com H;O (100 mL) e solucdo salina (100 mL), foi
seca em MgSO. e concentrada in vacuo. O produto em bruto
foi dissolvido em éter (100 mL), foi filtrado para remover
algum material sdélido nao identificado e foi concentrado,
dando origem ao 4acido 2-carboximetil-6-(2-mercaptoetil)

Q

benzdéico na forma de um sdélido branco (0,310 g, 73%): 'H
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NMR (CDCls) o6 1,37 (t, J = 8,2 Hz, 1H), 2,76 (m, 2H), 3,06
(m, 2H), 3,90 (s, 2H), 7,10 (d, = 7,6 Hz, 1H), 7,21 (d, J
= 6,9 Hz, 1H), 7,34 (t, J = 7,8 Hz, 1H): *>C NMR (CDCls;) &
27,25, 40,43, 41,83, 131, 58, 131,64, 132,45, 132,55,
134,66, 141,41, 176,14, 179,40. Andlise Calculada para
C11H12,048: C, 54,99; H, 5,03; S, 13,35. Experimental: C,
55,20; H, 5,26; S, 13,32.

EXEMPLO 5A

Inibicdo In Vitro da Actividade da NAALADase

Testaram-se varios compostos da invencdo quanto a
inibicdo in vitro da actividade da NAALADase; os resultados

estdo apresentados abaixo na Tabela II.

TABELA II
Composto N¢ ICso
1 613
2 9170
3 71,5
4 380
5 215
6 84,5
7 89,8
8 11,5
9 28,8
10 84,8
11 188
12 2580
13 266
14 160
15 23,7
16 4,28
17 7
18 10,5
19 2,65
20 18
21 1150
26 24,3
27 85
28 3200
30 3780
32 25
33 95
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Composto N¢ ICso
34 0,9
35 1,2
36 100
37 70
38 0,8
39 40
40 1
41 1250
42 300
43 104
44 954
45 35200
46 12200
47 75400
48 43

Protocolo para Avaliar a Inibic¢do In Vitro da Actividade da

NAALADase

Combinaram-se o0s seguintes em tubos de ensaio: 100 uL
de CoCl; 10 mM, 250 upL de Tris cloreto 200 mM, 100 uL de
tecido, 100 puL de inibidor da NAALADase 10 mM em H,O0 Bakers

e H,0 Bakers para perfazer um volume total de 950 pL. Em
seguida, <cada tubo de ensaio foi incubado durante 10
minutos num banho de agua a 37°C. Depois adicionaram-se a
cada tubo de ensaio 50 uL de 3-H-NAAG, tendo sido incubados
durante mais 15 minutos num banho de agua a 37°C. Terminou-

se 0 ensailo adicionando 1,0 mL de fosfato de sdédio 0,1 M.

O glutamato libertado pela accdao da enzima NAALADase
foi separado da solucdo de ensaio utilizando uma resina de
permuta anidénica. A resina foi equilibrada para 25°C,
adicionaram-se 2,0 mL da resina a uma pipeta Pasteur pré-
carregada com uma Unica esférula de vidro e cada coluna foi
lavada duas vezes com H;0 destilada. Colocou-se uma coluna
sobre um frasco de cintilacdo e carregou-se a coluna com
200 uL de wuma amostra de ensaio. Apds a drenagem, O

glutamato eluiu utilizando duas lavagens de 1,0 mL de &acido

férmico 1 M. Apds a adicdo de 10 mL de "cocktail" de
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cintilacgdes, cada amostra foi contada durante 2 minutos num

contador de cintilacdes.

EXEMPIO 5B

Ensaio In Vitro em Isquemia

Para examinar o efeito in vitro dos compostos da
invencdo em isquemia, culturas de células corticais foram
tratadas com varios compostos da invencdo durante um
insulto isquémico utilizando cianeto de potédssio e 2-
desoxiglucose, e seguidamente durante uma hora. Para uma
descricdo do método experimental utilizado wver Vornov et
al., J. Neurochem., Volume 65, N° 4, paginas 1681-1691
(1995). O0Os resultados estao apresentados na Tabela TIII
abaixo. 0O efeito neuroprotector estd expresso em ECs, a
concentracgdao do composto que € necessaria para causar uma

reducao de 50% da toxicidade do glutamato apds um insulto

isquémico.
TABELA III
Composto N¢ ECso
1 846
10000
4 9600
6 84
7 96
8 29
9 19
25 2000
26 151
277 728
30 619
EXEMPLO 6

Efeito da Inibicdo da NAALADase no TGF-f num Modelo de

Isquemia In Vitro

Adicionou-se Composto C a culturas de células com

isquemia para determinar o seu efeito nos niveis de TGF-P
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durante acidente wvascular cerebral. Os dados experimentais,
apresentados nas FIGs. 1 e 2, mostram concentracgdes
aumentadas de TGF-B1 (FIG. 1) e TGF-B2 (FIG. 2) em culturas
de células isquémicas tratadas com o Composto C. o0s
resultados indicam que a 1inibigcdo da NAALADase promove a
libertacdo de TGF-P enddgeno a partir de células gliais, o
que por sua vez confere neuroproteccdao a neurdénios

vizinhos.

Seguidamente adicionaram-se anticorpos neutralizadores
do TGF-B as culturas de células isquémicas. A FIG. 3 mostra
que o0s anticorpos neutralizadores do TGF-B bloguearam o
efeito neuroprotector do Composto C no modelo de isquemia
in vitro. Em contraste, a FIG. 4 mostra que a adicgcdo de um
anticorpo para outro factor de crescimento, anticorpo para
o FGF, nao bloqueou o efeito neuroprotector do Composto C.
Os resultados indicam que a inibicdo da NAALADase afecta
especificamente os niveis do TGF-f durante acidente

vascular cerebral.

EXEMPILO 7

Efeito da Inibigcdo da NAALADase no TGF-f num Modelo de

Isquemia In Vivo

O efeito de anticorpos neutralizadores do TGF-f no
efeito neuroprotector do Composto C também foi estudado em
ratos apdés MCAO. A FIG. 6 mostra que o tratamento de ratos
com MCAO com Composto C causou um aumento significativo dos
niveis de TGF-Bl durante a oclusdo e reperfusdo, avaliado
por microdidlise. Os resultados indicam que a inibicdo da
NAALADase confere neuroprotecgao, pelo menos em parte, por

regulagdo do TGF-f enddgeno.
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Adicionalmente, a FIG. 5 mostra que anticorpos
neutralizadores do TGF-B atenuaram significativamente o
efeito neuroprotector do Composto C in vivo. O profissional
pode apreciar que a regulacdo de TGF-B por inibidores da
NAALADase pode ter implicacdes nao sé em acidente vascular
cerebral, mas também noutras doencas, perturbacdes e
estados, 1incluindo, sem limitacdo, doencas neuroldgicas,
doencas psiquidtricas, doencas desmielinizantes, cancro da

préstata, inflamacdo, diabetes e angiogénese.

EXEMPIO 8

Ensaio In Vivo de Inibidores da NAALADase em Dor

Neuropdtica no Modelo de STZ

Ratos Sprague-Dawley machos (200 - 225 g) tornaram-se
diabéticos por administracao intravenosa de
estreptozotocina ("sTz", 70 mg/kg em solugdao salina
tamponada com fosfato). Os animais diabéticos foram

divididos em cinco grupos. Um grupo recebeu Composto A (10
mg/kg ou 1 mg/kg), Composto D (10 mg/kg ou 1 mg/kg) ou
veiculo. Outro grupo de animais (ndo tratados com STZ)
serviu de —controlo nao diabético. O tratamento com
farmaco/veiculo foi iniciado em animais diabéticos aos 45
dias péds—-administracdo de STZ. Testaram-se 0s ratos
diabéticos devido a STZ gquanto a sensibilidade a uma fonte
de calor assim que os niveis de glucose subiram para 320
mg/dL ou superiores (30 dias pds—-STZ). Em seguida, os ratos
foram aclimatados a um aparato de Hargreaves e monitorizou-
se a nocicepcao térmica utilizando uma fonte de calor de
infravermelhos dirigida para a superficie dorsal da pata
traseira, e o tempo que o animal demorou a remover a sua
pata foi registado com a precisdao de 0,1 segundos (ver
Hargreaves et al., J. Biol. Chem. (1988) 263(36): 19392-7

para uma descricdao do método experimental). Ajustou-se a
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intensidade da fonte do feixe de modo que a laténcia média
para animais de controlo (ndo tratados com STZ) fosse
aproximadamente 10 segundos. Cada animal foi testado 8
vezes, e a pontuacdo das diferencas médias (entre laténcia
média de controlo de nado diabético e laténcia média de
diabético) estd representada graficamente nas FIGs. 7A e
7B. Os ratos diabéticos exibiram uma hiperalgesia (menor
laténcia da resposta) em comparacao com controlos néao
diabéticos, comecando aos 30 dias pdés—-tratamento com STZ e
piorando progressivamente em ratos tratados com veiculo.
Esta resposta hiperalgésica foi completamente revertida em
ratos diabéticos que receberam tratamento com Composto D ou
A (10 mg/kg i.p. por dia). Assim, os resultados mostram que

a inibig¢do da NAALADase atenua dor neuropdtica.

EXEMPLO 9

Ensaio In Vivo de Inibidores da NAALADase em Dor

Neuropdtica no Modelo CCI

Efectuou-se em ratos ligacdo do nervo cidtico, que
consiste em 4 ligaduras presas de forma frouxa em redor do
nervo cidtico em intervalos de 1 mm préximo da trifurcacao
do nervo. Apds a ligacdo do nervo ciatico, os ratos
exibiram uma hiperalgesia térmica e alodinia. Os ratos
foram habituados a um aparato de Hargreaves. Uma fonte de
calor de infravermelhos foi dirigida para a superficie
dorsal de <cada uma das patas traseiras dos ratos e
registou-se o tempo que o rato demorou a remover as suas
patas. Determinou-se a diferenca das pontuacdes entre a
laténcia da resposta para a pata no lado operado versus a

pata no lado nao operado de controlo.

ComEosto C
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Os ratos receberam Composto C (50 mg/kg i.p. por dia)
ou um veiculo comecando aos 10 dias pds-cirurgia. O
tratamento com o Composto C normalizou dramaticamente as
pontuacdes de diferenca entre as duas patas, em comparacao
com o8 controlos tratados com veiculo gque continuaram
hiperalgésicos. Ratos normais (ndo operados) exibiram
laténcias aproximadamente iguais para ambas as patas. Este
efeito foi significativo comegando aos 11 dias de
tratamento com farmaco e persistiu até ao final do estudo
(durante 21 dias de dosagem diaria). As pontuacdes de
diferenca estdao representadas graficamente na FIG. 8. Os
resultados mostram gque a 1inibigdao da NAALADase atenua

hiperalgesia associada a CCI.

Composto 9

Os ratos foram tratados com Composto 9 (10, 1 ou 0,1
mg/kg) ou um veiculo durante 15 dias apds ligacdo do nervo
cidtico. Mediram-se as respostas de dor térmica nos dias 0,
1, 5, 8, 12 e 15. As diferencas das pontuacdes para oS
ratos tratados com um veiculo e os ratos tratados com
Composto 9 estdo representadas graficamente na FIG. 13. Os
resultados mostram que 0 tratamento com Composto 9
normalizou a diferenca das pontuagdes entre as patas
operadas e nao operadas comparativamente aos ratos tratados

com veiculo gue continuaram hiperalgésicos.

Composto 10

Os ratos foram tratados com Composto 10 (0,1 mg/kg) ou
um veiculo durante 18 dias apds ligacdo do nervo cidtico.
Mediram-se as respostas de dor térmica nos dias 0, 1, 5, 12
e 18. As diferencas das pontuacdes para os ratos tratados
com um veiculo e o0s ratos tratados com Composto 10 estao

representadas graficamente na FIG. 14. Os resultados
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mostram que o tratamento com Composto 10 normalizou a
diferenca das pontuacdes entre as patas operadas e nao
operadas comparativamente aos ratos tratados com wveiculo

que continuaram hiperalgésicos.

EXEMPLO 10

Ensaio In Vitro de Inibidores da NAALADase na Progressdo de

Dor Neuropatica em Modelos BB/W

Ratos BB/W machos (BRI, Mass) desenvolvem
espontaneamente uma destruicdo autoimune mediada por
células de células B pancredticas, o que origina o
aparecimento de diabetes dependente de insulina (Tipo 1I)
(Awata, Guberski, Endocrinology (1995) 136(12): 5731-5).
Estes ratos foram caracterizados e foi mostrado que exibem
neuropatias com deficiéncias neuronais concomitantes, como
perda e degeneracao de fibras, alteracdes que estéao
correlacionadas com as observadas no nervo periférico de
pacientes humanos diabéticos (Yagihasi, J. Peripher. Nerv.
Syst. (1997) 2(2): 113-32). Isto torna-os valiosos para
ensaios experimentais de novos compostos para tratamentos
futuros desta grande ©perturbacdo. No ©presente estudo
examinaram-se o Composto A e Composto D guanto a sua
capacidade para alterar a progressao de neuropatia
diabética. os ratos receberam uma injeccdo didria de
Composto A ou Composto D (10 mg/kg i.p.) ou veiculo,
comecando no surgimento de diabetes (hiperglicemia) e até
aos 6 meses seguintes. Testou-se outro grupo de ratos néao
diabéticos que também receberam veiculo. Todos o8 animais
foram monitorizados continuamente quanto ao peso do corpo,
volume de urina, ac¢ucar no sangue e hemoglobina glicada. No
primeiro més do estudo, todos os animais foram testados
quanto a nocicepcdo térmica num aparato de Hargreaves,

semanalmente. Passado o primeiro més, este procedimento foi
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conduzido uma vez em cada duas semanas e depois
mensalmente. O teste consiste em dirigir uma fonte de calor
de infravermelhos para a superficie dorsal da pata traseira

do rato e registar o tempo que o animal demora a remover a

sua pata (ver Hargreaves et al., J. Biol. Chem. (1988)
263 (36) : 19392-7, para uma descricao do método
experimental). Cada animal foi testado 8 vezes e registou-

se a laténcia média da remocéao.

Os resultados estdo representados graficamente na FIG.
11. Os resultados mostram que ratos diabéticos exibiram uma
hiperalgesia (menor laténcia da resposta) em comparacado com
controlos nao diabéticos. Os ratos diabéticos tratados com
fadrmaco (Composto A e Composto D) exibiram laténcias de
remocao mais longas do que ratos diabéticos tratados com
veiculo, comecando apobds 4 semanas de tratamento e

persistindo ao longo dos seis meses de tratamento.

Também se mediu a velocidade da conducdo dos nervos de
duas em duas semanas durante as primeiras oito semanas do
tratamento e depois uma vez por més ao longo dos seis meses
de tratamento (ver De Koning et al., Peptides, Volume 8, N°
3, paginas 415-22 (1987), guanto a uma descricdo do método
experimental) . Os resultados estao apresentados
graficamente na FIG. 12. 0Os animais diabéticos exibiram
geralmente uma reducdo da velocidade de conducao dos nervos
em comparagao com controlos nao diabéticos. No entanto, os
animais diabéticos que receberam injeccdes didrias de
inibidor da NAALADase (Composto A ou Composto D numa dose
de 10 mg/kg) exibiram deficiéncias significativamente
menores da conducao dos nervos do que o0s controlos
diabéticos que receberam tratamento com veiculo. Isto foi

claro comecando as 8 semanas de tratamento e persistiu num
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grau semelhante até ao ponto de terminacdo do estudo de
sels meses. Por outro lado, os veiculos diabéticos exibiram
uma deterioracdo progressiva da velocidade de conducdao dos
nervos desde as 6 até as 16 semanas apds o 1nicio da
administracdao do wveiculo, gque se manteve durante seis

meses.

EXEMPLO 11

Ensaio In Vivo de Inibidores da NAALADase em Neuropatia

Diabética no Modelo de STZ

Também se mediu a velocidade da conducdo dos nervos
motor e sensorial em animais diabéticos devido a STZ apds
4, 8 e 12 semanas de tratamento (ver De Koning et al.,
supra, para uma descricdao do método experimental). Em
resumo, inseriram-se eléctrodos estimuladores de agulha
préximo dos nervos cidtico e tibial, com eléctrodos de
registo tendo sido colocados subcutaneamente sobre o0s
misculos das patas distais, em ratos anestesiados. Os
resultados estdo representados graficamente nas FIGs. 94,
9B, 10A e 10B. Os animais diabéticos que receberam veiculo
exibiram uma reducdo significativa da conducao dos nervos
motor e sensorial em comparacdo com animais ndo diabéticos.
O tratamento com 10 mg/kg de Composto A por dia durante 4,
8 e 12 semanas tendeu a melhorar (aumentar) as velocidades
de conducdo dos nervos motor e sensorial, observando-se uma
melhoria significativa apds 12 semanas e 8 semanas para a
velocidade de condugcao dos nervos motor e sensorial,
respectivamente (FIGs. 9A e 9B). A dose mais baixa testada
de Composto A (1 mg/kg) teve efeitos semelhantes. O
tratamento de animais com Composto D a qualquer uma das
doses também aumentou as velocidades de condugdao dos nervos
motor e sensorial acima dos controlos diabéticos,

significativamente apds 12 semanas de tratamento para o
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grupo de tratamento de 10 mg/kg (FIGs. 10A e 10B) e nos
periodos de tempo iniciais apds tratamento com a dose de 1
mg/kg. Assim, os resultados mostram gque a inibigdo da

NAALADase altera a progressao de neuropatia diabética.

EXEMPLO 11A

Ensaio In Vivo de Inibidores da NAALADase - Reversao de

Neuropatia Diabética no Modelo de STZ

Método Geral do Modelo de STZ - Dosagem Retardada

Ratos (200 - 225 gramas) foram injectados com STZ (70
mg/kg) na veia da cauda. Confirmou-se a ocorréncia de
diabetes (> 350 mg/dL) em todos os ratos as 4 semanas apds
a administracdo de STZ. Os ratos nao foram tratados até aos
35 - 49 dias apds STZ. Administraram-se dosagens diédrias
p.o. de Composto D (1, 3 ou 10 mg/kg), Composto E (10
mg/kg) ou veiculo apds confirmacdo de hiperalgesia e/ou
deficiéncias na velocidade de conducdao dos nervos. Em
experiéncias separadas, 0 1nicio do tratamento foi
retardado até aos 60 até 90 dias apds a administracdo de
STZ. Mediu-se a velocidade de conducdo dos nervos ou
resposta de remocdo a estimulacdo térmica das patas
traseiras em intervalos de tempo, habitualmente de duas em
duas semanas para a resposta térmica e uma vez por més para

a velocidade de conducdao dos nervos.

Método Geral do Estudo de Ratinhos db/db

Obtiveram-se da Jackson Labs ratinhos espontaneamente
diabéticos (ratinhos db/db) e ratinhos da mesma ninhada nao
diabéticos. Os ratinhos nado foram tratados até aos 7-8
meses de idade (ou apdés 4-5 meses de diabetes crénica) e

depois receberam doses didrias de composto F (1 mg/kg) p.o.
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Mediu-se a velocidade da conducao dos nervos antes do

inicio e apds oito semanas de tratamento.

Medi¢des da velocidade de conducdo dos nervos

Avaliaram-se as velocidades de conducdo dos nervos
sensorial e motor utilizando o método de De Koning e Gispen
(Peptides 8: 415-422, 1987). Efectuou-se wuma avaliacgao
electrofisioldégica num periodo de uma hora da dosagem. Os
animais foram anestesiados com isoflurano e inseriram-se
eléctrodos estimuladores de agulha perto do nervo cidtico
na chanfradura c¢idtica e no nervo tibial perto do
tornozelo. Colocaram-se eléctrodos de registo sobre os
musculos das patas. Aplicaram-se estimulos e registaram-se
as respostas. Calcularam-se velocidades de conducédo dos
nervos motor e sensorial medindo a distdncia entre os
sitios da chanfradura cidtica e tornozelo e a laténcia

entre a onda M e o reflexo H.

Hiperalgesia térmica

Os animais foram aclimatados ao aparato durante pelo
menos 5 minutos. Colocou-se uma fonte de infravermelhos sob
a superficie plantar da pata traseira do rato. Ajustou-se a
intensidade da fonte de modo que a laténcia para ratos
normais fosse cerca de 10 segundos. Testaram-se o8 animais
quanto a laténcia da resposta térmica de acordo com ©
método de Hargreaves et al. (Pain 77-88, 1988). Cada animal
foi testado 8 vezes (4 em cada membro traseiro) e a
laténcia da resposta foil registada automaticamente com a
precisao de 0,1 segundos. Calculou-se uma média das Ultimas
4 medicgdes para cada pata (8 medigdes no total), que foi

registada para cada rato.
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A FIG. 22 mostra o efeito do tratamento com o inibidor
da NAALADase (Composto D e Composto E) nas anormalidades de
dor neuropdtica em ratos diabéticos devido a STZ. Todos os
ratos exibiram hiperalgesia aparente, em comparacdao com 0S8
nao diabéticos, antes do tratamento com o 1inibidor da
NAALADase (5 semanas pdés—-STZ). No entanto, num periodo de
duas semanas de tratamento, a hiperalgesia neuropatica foi
revertida para o normal em ambos 0s grupos tratados com um
inibidor da NAALADase. Esta reversdo persistiu ao longo da
fase hipoalgésica subsequente habitualmente observada em
ratos diabéticos devido a STZ prolongados, com uma fase
hipoalgésica reduzida exibida em ratos tratados com

NAALADase.

A FIG. 23 mostra as medicdes da velocidade de conducéao
do nervo motor em ratos diabéticos devido a STZ e controlos
nao diabéticos antes e em determinados instantes apds o
tratamento com o inibidor da NAALADase. Num periodo de 8
semanas de dosagem, ambos o0s 1inibidores da NAALADase
Composto D e Composto E reverteram a velocidade de conducao
do nervo motor para o normal (valores de nao diabéticos).

Este efeito persistiu ao longo de 12 semanas de tratamento.

A FIG. 24 ilustra deficiéncias na velocidade de
conducao do nervo sensorial, testado de modo semelhante. O
tratamento com um inibidor da NAALADase reverteu de modo
semelhante deficiéncias na velocidade de conducgdo do nervo
sensorial, de modo significativo depois de apenas 2 semanas

de tratamento.

A FIG. 25 mostra anormalidades de dor neuropatica
noutra experiéncia onde se testaram doses menores (1 e 3

mg/kg) do inibidor da NAALADase Composto D iniciado apds 7
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semanas de tratamento com STZ. Mais uma vez foil clara uma
reducao significativa das anormalidades de dor com ambas as

doses do Composto D.

As FIGs. 26 e 27 mostram a velocidade de conducao dos
nervos sensorial e motor, respectivamente, nestes ratos
cronicamente diabéticos devido a STZ tratados com as doses
mais baixas de Composto D. A condugcdo do nervo sensorial
foi significativamente melhorada para o normal num periodo
de 4 semanas de tratamento, ao passo que a conducao do
nervo motor ndo melhorou com estas doses baixas, mesmo as 8

semanas apds a dosagem.

As FIGs. 28 e 29 mostram medicdes da velocidade de
condugao dos nervos sensorial e motor geradas de um CRO
externo num modelo de STZ cronicamente diabético
semelhante, em que os ratos nao foram tratados até aos 60
dias apds o tratamento com STZ. O tratamento com o Composto
D produziu novamente reversao parcial de ambas as
deficiéncias. A FIG. 30 mostra o mesmo caso em qgue o
tratamento foi ainda mais retardado, até aos 90 dias apds

STZ.

A FIG. 31 mostra as medigdes da velocidade de conducéo
dos nervos num modelo de ratinho genético de diabetes aos
6-7 meses de idade (apds cerca de 4 meses de diabetes
crdnica) . Nesta altura foi claro um enfragquecimento
significativo da NCV sensorial. A FIG. 32 mostra a
velocidade de conducdao dos nervos nestes ratinhos apds 8
semanas de tratamento com outro inibidor da NAALADase, mais
potente, administrado a 1 mg/kg por dia. Apds o tratamento
com o fdrmaco foi clara uma melhoria significativa da

conducao do nervo sensorial.
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EXEMPLO 12
Efeito de Inibidores da NAALADase no Surgimento de ALS

Testou-se o efeito de inibidores da NAALADase no
surgimento de ALS utilizando o modelo de ratinhos
transgénicos de esclerose lateral amiotréfica familiar
("FALS"), que estd pormenorizado em Gurney, M., Annals of
Neurology (1996) 39: 147-157, e que & Dbem conhecido na
drea. Ratinhos GlH transgénicos com um més de idade foram
tratados com injeccdes intraperitoneais didrias de um
veiculo (solucado salina tamponada com HEPES 50 mM) ou de um
inibidor da NAALADase (50 mg/kg de Composto A). Os sintomas
clinicos dos ratinhos foram monitorizados diariamente. O
surgimento da doenca clinica foi pontuado examinando cada
ratinho guanto a tremuras dos membros gquando suspensos no
ar pela sua cauda, disseminacdao cruzada de reflexos
espinais, paralisia dos membros traseiros, peso do corpo e
actividade de corrida numa roda.

Os resultados, apresentados abaixo na Tabela 1V,
mostram que o surgimento da doenca foi retardado em

ratinhos tratados com um inibidor da NAALADase.

TABELA IV

Efeito do Inibidor da NAALADase no Surgimento de Doencga
Clinica

ESTUDO SURGIMENTO DA SURGIMENTO DA DIFERENCA

DOENGCA COMPOSTO A DOENGA VEICULO
(dias) (dias)
Estudo 1 221 189 32
Estudo 2 166 141 25
EXEMPLO 13

Efeito de Inibidores da NAALADase na Sobrevivéncia e

Sintomas Clinicos de ALS
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Testou-se o efeito de i1inibidores da NAALADase na
sobrevivéncia e sintomas c¢linicos de ALS utilizando
novamente o modelo de ratinhos transgénicos de FALS.

Ratinhos GlH transgénicos com um més de idade foram

tratados diariamente com um veiculo (solugdao salina
tamponada com HEPES 50 mM) ou Composto B p.o. (por
administracdo oral). Os gsintomas c¢linicos dos ratinhos

foram monitorizados duas vezes por semana. Esses sintomas
incluiram tremuras dos membros, porte, arrastamento dos
membros traseiros, cruzamento dos membros, reflexo de
endireitamento e mortalidade. O porte e o cruzamento dos
membros foram classificados segundo uma escala arbitraria
que variou desde 0 até 3, em que 0 representa muito normal
e 3 representa pouco normal, por exemplo, grandes
dificuldades em andar ou cruzar o8 membros. Mediu-se o
reflexo de endireitamento pelo tempo (segundos) que o0s
ratinhos demoraram a endireitar-se quando deitados de lado

numa superficie plana.

Os resultados, apresentados nas FIGs. 15-21, mostram
que a sobrevivéncia foi prolongada e os sintomas clinicos
foram atenuados em ratinhos tratados com um inibidor da

NAALADase.

EXEMPLO 14

Efeito Protector de Inibidores da NAALADase em Glaucoma

Experimental em Ratos

Protocolo Experimental

Todas as experiéncias estiveram de acordo com a
Declaracédo para Uso de Animais em Investigacdo Oftdlmica e
da Visao ("Statement for the Use of Animals in Ophthalmic

and Vision Research") da Association for Research in Vision
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and Ophthalmology. Oitenta e duas ratazanas castanhas
(Rattus norvegicus) machos, cada uma pesando
aproximadamente 250 gramas, foram tratadas wutilizando

procedimentos aprovados pelo Animal Care Committee da
School of Medicine da Johns Hopkins University. Os ratos
foram alojados com um ciclo de 12 horas de luz/12 horas de

escuridao e foram alimentados ad libitum.

GLAUCOMA EXPERIMENTAL. Em 56 ratos provocou-se aumento
unilateral da pressao intra-ocular ("I0P") por
microinjecgcdo de solugdo salina hipertdénica em veilas
episclerais, seguindo procedimentos descritos em Morrison,
J. et al., IOVS (Margo 1998) 39: 526-531. Comegando no dia
do aumento da IOP, os ratos foram tratados diariamente com
injecgdes intraperitoneais de um veiculo (23 ratos com
solucado salina tamponada com HEPES 50 mM) ou um inibidor da
NAALADase (11 ratos com 10 mg/kg de Composto A e 22 ratos
com 10 mg/kg de Composto B). Onze ratos tratados com
solucgao salina, 11 ratos tratados com Composto A e 11 ratos
tratados com Composto B foram sacrificados as 8 semanas, e
0s restantes ratos as 12 semanas, apds o aumento inicial da

IOP.

CORTE TRANSVERSAL DO NERVO OPTICO. O nervo bptico foi
submetido a corte transversal unilateral em 26 ratos sob
anestesia intraperitoneal com pentobarbital. A conjuntiva
foi aberta com tesouras e o nervo o6ptico foi exposto por
traccao sobre musculos extra-oculares. O corte transversal
foi realizado com micro-tesouras a uma distédncia de 5 mm
posterior ao globo ocular, com atengdo especifica para
evitar lesionar os principais vasos sanguineos oculares.
Imediatamente apds o corte transversal examinou-se a retina

de forma oftalmoscdépica para assegurar que o fornecimento
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de sangue arterial retiniano nédo tinha sido interrompido. A
conjuntiva foi fechada com uma sutura absorvivel e fez-se
um curativo no olho com unguento antibidtico. Comecando no
dia do corte transversal, 0s ratos foram tratados
diariamente com injecc¢des intraperitoneais de um veiculo (9
ratos com solucdo salina tamponada com HEPES 50 mM) ou um
inibidor da NAALADase (8 ratos com 10 mg/kg de Composto A e
9 ratos com 10 mg/kg de Composto B). Cinco ratos tratados
com solugcao salina, 3 ratos tratados com Composto A e 4
ratos tratados com Composto B foram sacrificados as 2
semanas, € 0s restantes ratos as 4 semanas, apds o corte

transversal.

CONTAGEM DO NERVO OPTICO. Os ratos foram sacrificados
por exsanguinacao sob anestesia profunda com pentobarbital.
Foram submetidos a perfusdo, através do coracao, com
paraformaldeido 2%/glutaraldeido 2% em tampdo de fosfato
0,1 M, pH 7,2, e removeram-se o0s o0lhos com 0S nervos
6pticos acoplados. Removeu—-se uma secg¢ao transversal do
nervo O6ptico de olhos experimentais (glaucoma ou corte
transversal) e de controlo a uma distdncia de 1,5 mm
posterior ao globo ocular, com 1 mm de espessura, que foi
pdés-fixada em tetrdxido de dsmio 2% em tampdo. Estas foram
processadas em resina epoxi, seccionadas a 1 micron e

coradas com azul de toluidina.

Mediu-se a drea da seccdo transversal do nervo dptico
delineando a sua fronteira exterior, a uma ampliacado de 10
X, num sistema de andlise de imagens (Universal Imaging
Corp., Westchester, PA) com uma céamara digital Synsys e
"software" Metamorpph. Registaram-se trés medicdes da &rea
e determinou-se o valor médio. Para medir as distribuicgdes

de densidade e didmetro de fibras recolheram-se imagens com
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uma objectiva de contraste de fase 100 x de 10 Aareas
diferentes de <cada nervo. Estas foram editadas, para
eliminar objectos nao neurais, e calculou-se, para cada
imagem e nervo, a dimensdao de cada axénio no interior da
bainha de mielina (o seu didmetro minimo) e a densidade de
axénios/mm quadrados. A densidade média foi multiplicada
pela &rea total do nervo, para originar o numero de fibras
para cada nervo. Comparou-se o numero total de fibras em
nervos de glaucoma ou corte transversal com o outro olho

normal de cada rato, para originar um valor da perda

percentual. O numero de axdénios contados entre as 10
imagens foi uma amostra de aproximadamente 20% dos 80 - 90

000 axdénios em nervos de ratos normais. A pessoa gque mediu
o numero de axdénios foil cega para o protocolo conduzido nos

nervos.

Resultados

GLAUCOMA EXPERIMENTAL. A diferenca média percentual de
fibras nos ratos de controlo tratados com solucdo salina
foi significativamente mais baixa nos seus olhos com
glaucoma em comparacgao com o8 seus olhos normais, com uma
perda média de fibras de 14,44 + 5,75% (n = 11 ratos;
Tabela V) no grupo de pds-observacao de 8 semanas, e 8,15 +
7,84% no grupo de pds-observacdo de 12 semanas (n = 12

ratos; Tabela VI).

Em contraste, nao ocorreu perda significativa de
fibras nos ratos tratados com inibidor da NAALADase as 8
semanas ou 12 semanas. A perda média percentual de fibras
em cada grupo tratado com inibidor da NAALADase foi
estatisticamente inferior a perda nos grupos de controlo
tratados com solucdo salina (as 8 semanas, p = 0,05 para o

Composto A e p = 0,02 para o Composto B).
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TABELA V

Resultados do Glaucoma Experimental

GRUPO DE 8 | N DIFERENGA NUMERO DE | DIFERENGA

SEMANAS INTEGRAL IOP® | FIBRAS PERCENTUALP
Composto A |11 |85 + 37,5 79156 + 2436 -1,82 + 2,92
Composto B |11 | 116 =+ 33,2 80785 + 2121 -0,82 * 2,97
Controlo 11 | 104 + 26,4 68295 + 4617 14,44 + 5,75

“Diferenc¢a Integral IOP = diferenga da exposic¢do da presséo
intra-ocular (IOP) entre o olho com glaucoma e olho normal de
cada rato (mm Hg - dias)

PDiferenca Percentual = diferenca média percentual do numero de
fibras entre o olho com glaucoma e o normal em cada rato (um

valor positivo indica menos fibras no olho com glaucoma).

TABELA VI

Resultados do Glaucoma Experimental

GRUPO DE | N DIFERENCA NUMERO DE | DIFERENGCA

12 SEMANAS INTEGRAL IOP® FIBRAS PERCENTUALP
Composto B | 11 109 + 45,2 90504 + 1718 -3,21 + 2,86
Controlo 12 158 = 66,5 79827 + 6783 8,15 = 7,84

“Diferenca Integral IOP = diferenca da exposigdo da pressao
intra-ocular (IOP) entre o olho com glaucoma e olho normal de
cada rato (mm Hg - dias)

"Diferenca Percentual = diferenca média percentual do numero
de fibras entre o olho com glaucoma e o normal em cada rato

(um valor positivo indica menos fibras no olho com glaucoma).

As diferencas da Diferenca Integral IOP nao séao
significativas (p > 0,05). As diferengcas da Diferenca
Percentual entre os ratos tratados com fdrmaco e de
controlo tratados com solucdao salina as 8 semanas pds-—

insulto sdo significativas (p = 0,05 e p = 0,02"").

CORTE TRANSVERSAL DO NERVO OPTICO. Os dados

experimentais do corte transversal sugerem um abrandamento
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ou salvamento de morte final de RGC em ratos tratados com
inibidores da NAALADase as 2 semanas apds o corte
transversal. As 2 semanas apds O corte transversal, ambos
0s grupos tratados com fdrmaco tinham mais axdénios de RGC
remanescentes do qgque o grupo de controlo tratado com
solugao salina, avaliado pelo numero absoluto de fibras ou
diferengca ©percentual entre o olho submetido ao corte
transversal e o olho normal de cada rato (Tabela VII). Os
ratos tratados com Composto A e Composto B tinham,
respectivamente, 3 vezes e duas vezes o0 numero de axdédnios
dos ratos tratados com solucdo salina. Todas ou quase todas
as RGC morreram nos primeiros 2 meses apds o corte
transversal, independentemente de qualquer tratamento
farmacoldégico. Assim, as 4 semanas apds o) corte
transversal, mais de 80% dos axdénios de RGCs tinham
desaparecido em todos os grupos (Tabela VIII). As 4 semanas
ap6s o <corte transversal nao se observaram diferencgas
significativas entre os ratos tratados com féarmaco e o0s

ratos tratados com solucao salina.

TABELA VII

Corte Transversal do Nervo Optico

SOBREVIVENCIA N NUMERO DE FIBRAS DIFERENGA
DE 2 SEMANAS PERCENTUAL?
Composto A 3 26 426 + 23 025 65,3 = 30,9
Composto B 4 19 550 £ 11 383 75,3 £ 14,8
Controlo 5 8 220 £ 9 337 90,2 = 10,7

“Diferenca Percentual = diferenca média percentual do
numero de fibras entre o olho com glaucoma e o normal

em cada rato (um valor positivo indica menos fibras no

olho com glaucoma).
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TABELA VIII

Corte Transversal do Nervo Optico

SOBREVIVENCIA N NUMERO DE DIFERENGCA
DE 4 SEMANAS FIBRAS PERCENTUAL®
Composto A 5 13 599 + 7 868 82,4 + 8,9
Composto B 5 5162 £ 5 017 93,4 £ 6,2
Controlo 4 10 449 + 8 157 86,9 + 10,6
“Diferenca Percentual = diferenca média percentual

do numero de fibras entre o olho com glaucoma e o

normal em cada rato (um valor positivo indica menos

fibras no olho com glaucoma).

As diferengcas da Diferenga Percentual entre ratos
tratados com farmaco e de controlo tratados com solucdo

salina nao sao estatisticamente significativas (p = 0,05).

EXEMPLO 15

Efeito Neuroprotector de Inibidores da NAALADase no Modelo

de Ratinho Transgénico de Doenca de Huntington

Teste Comportamental (Haste Rotativa ("Rotarod"))

Ratinhos transgénicos com HD da estirpe N171-82Q e
ratinhos da mesma ninhada ndo transgénicos foram tratados
com o inibidor da NAALADase Composto B (30 mg/kg) ou um
veiculo desde as 10 semanas de idade. Os ratinhos foram
colocados numa haste rotativa ("rotarod"). Registou-se a
extensdo temporal em que o ratinho caiu da haste rotativa
como medida da coordenacao motora. A FIG. 33 mostra que
ratinhos transgénicos com HD tratados com Composto B
permaneceram mais tempo na haste rotativa do que ratinhos
transgénicos com HD semelhantes tratados com um veiculo. O
tratamento com Composto B nao teve nenhum efeito no

desempenho na haste rotativa de ratinhos normais nao HD.
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Também se registou a distadncia total percorrida pelos
ratinhos como medida da locomoc¢do global. A FIG. 34 mostra
que, enqgquanto os ratinhos com HD tratados com veiculo
exibiram a menor pontuacdo de locomocg¢do, © tratamento com
inibidor da NAALADase nao teve nenhum efeito aparente na

locomogao global.

Sobrevivéncia

Avaliaram-se os efeitos do Composto B e veiculo na
sobrevivéncia de ratinhos transgénicos com HD (N171-82Q).
Treze ratinhos (seis machos e sete fémeas) foram atribuidos
ao grupo de tratamento com o Composto B, e catorze ratinhos
(seis machos e oito fémeas) foram atribuidos ao grupo de
tratamento com veiculo. Continuou-se o tratamento até todos

0s ratinhos terem morrido.

A FIG. 35 mostra as distribuicdes da sobrevivéncia ao
longo do tempo por grupo de tratamento. O tempo mediano da
sobrevivéncia é 184 dias para o grupo de tratamento com o
Composto B e 158,5 dias para o grupo de tratamento com
veiculo. Apesar do grupo de tratamento com o Composto B ter
exibido um tempo mediano da sobrevivéncia mais longo do que
o grupo de tratamento com veiculo, a diferenca nao é

estatisticamente significativa (valor p = 0,07).

As FIGs. 36 e 37 mostram as distribuicgbes de
sobrevivéncia ao longo do tempo por grupo de tratamento e
sexo. Quando se analisam os resultados especificos do sexo,
os ratinhos fémeas tratados com Composto B exibiram um
tempo de sobrevivéncia significativamente prolongado (valor
p = 0,03) em comparagcao com OS Seus correspondentes
tratados com veiculo. No grupo de tratamento com veiculo,

os machos exibiram melhores tempos de sobrevivéncia do que
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as fémeas, apesar de nao se ter observado esta tendéncia no
grupo de tratamento com o Composto B. os dados sugerem que
0 sexo poderd influenciar as distribuig¢des de sobrevivéncia

ao longo do tempo.

EXEMPLO 16

Um paciente sofre de qualquer doenca, perturbacdao ou
estado no qual os niveis da NAALADase estadao alterados,
incluindo qualquer uma das doencas, perturbacdes ou estados
descritos acima. Pode entdo administrar-se ao paciente uma
quantidade eficaz de um composto da invencdo. E esperado
que, apds esse tratamento, o paciente ndo sofra qualguer
lesd@o significativa devido a doenca, perturbacdo ou estado,
fique ©protegido de outras lesdes devido a doenga,
perturbacdao ou estado ou recupere da doenca, perturbacao ou

estado.

Estando assim descrita a invencgdo, serda claro para o
profissional que a mesma pode ser variada de muitas
maneiras. Essas variagdes estdo incluidas no Aambito das

reivindicag¢des seguintes.

Lisboa, 17 de Fevereiro de 2009



1.

REIVINDICAGOES

Composto de férmula Ia, ou respectivo sal ou hidrato

farmaceuticamente aceitdvel:

oo RS g?

em que:

2

R!', R?, R’

ou C;-Cs alguilo, e

e RY, independentemente, sao hidrogénio

A', A%, A’ e A%, independentemente, sdo hidrogénio,

C1-Co¢ alquilo, C,—Cs alcenilo, C,-Cs alcinilo,

arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclo-

algquilo, halo, hidroxi, sulfidrilo, nitro,

amino,

ciano, 1isociano, tiociano, isotiociano, formamido,

tioformamido, sulfo, sulfino, C1—Cyq alquil-

sulfonilo, C;-Cs alcoxi, C,-Cs alcenoxi, fenoxi ou

benziloxi,

em que o referido alquilo, alcenilo, alcinilo,

arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclo-

alguilo, alcoxi, alcenoxi, fenoxi e benziloxi,

independentemente, nao estdao substituidos ou estéao

substituidos com um ou mais substituinte(s).
Composto de acordo com a Reivindicacao 1, em que:
R', R?, R, R A% A’ e A® sdo hidrogénio; e

A' é hidrogénio, —-(CH,).-W, ou -Y-(CH,).-W,

-

em que: n € 0 - 3; Y & 0O, S ou NR em qgque R ¢

hidrogénio ou C;-C, alquilo; e W & C;-C¢ algquilo ou

fenilo, em que W nado estd substituido ou

esta



substituido com C;-C4 alquilo, C1-C; alcoxi, carboxi ou

halo.

3. Composto de acordo com a Reivindicacédo 2, em que:

Al é - (CHy),-W, ou -Y-(CH,),-W,
nél ou 2 e

Y é 0.

4. Composto de acordo com a Reivindicacdao 2, em gue o

composto é:

dcido 2-(2-mercaptoetil)benzdico;

dcido 5-[(4-carboxifenil)metoxi]—-2-(2-mercapto-—
etil)benzdico;

dcido 2-(2-mercaptoetil)-5-(fenilmetoxi)benzdico;
dcido 2-(carboximetoxi)-6-(2-mercaptoetil) benzdico;
dcido 5-[(3-carboxifenil)metoxi]—-2-(2-mercapto-—
etil)benzdico;

dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-(fenilmetoxi)benzdico;
dcido 2-[(2-carboxifenil)metoxi]-6-(2-mercapto-
etil)benzdico;

dcido 2-[(4-carboxifenil)metoxi]-6-(2-mercapto-
etil)benzdico;

dcido 3-(2-mercaptoetil)-[1,1'-bifenil]-2,3"'-
dicarboxilico;

dcido 2-(3,3-dimetilbutoxi)-6-(2-mercaptoetil)
benzdico;

dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-(2-feniletoxi) benzdico;
dcido 2-[(2-clorofenil)metoxi]-6—-(2-mercapto—
etil)benzdico;

dcido 2-[[3-carboxi-5-(1,1-dimetiletil) fenil]



metoxi]-6-(2-mercaptoetil)benzdico;

dcido 3-(2-mercaptoetil)-[1,1'-bifenil]-2,4'-
dicarboxilico;

acido 2-[(4-carboxi-2-metoxifenil)metoxi]-6-(2-
mercaptoetil)benzdico;

dcido 2-[(4-carboxi-3-metoxifenil)metoxi]-6-(2-
mercaptoetil)benzdico;

dcido 2-[(2-bromo-4-carboxifenil)metoxi]-6-(2-
mercaptoetil)benzdico;

dcido 2-[(3-bromo-4-carboxifenil)metoxi]-6-(2-
mercaptoetil)benzdico;

dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-fenoxibenzdico;
dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-fenilaminobenzdico;
dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-(feniltio)benzdico;
dcido 5'-(1,1-dimetiletil)-3-(2-mercaptoetil)-[1,1"-
bifenil]-2,3'-dicarboxilico;

dcido 2-[(4-clorofenil)metoxi]-6-(2-mercaptoetil)
benzdico;

dcido 2-(bifenil-2-ilmetoxi)-6-(2-mercaptoetil)
benzdico;

dcido 2-[(3-bromo-5-carboxifenil)metoxi]-6-(2-
mercaptoetil)benzdico;

dcido 2-[(2-bromo-5-carboxifenil)metoxi]—-6-(2-
mercaptoetil)benzdico;

dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-[(4-metoxifenil)
metoxi]lbenzdico;

dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-[(4-metilfenil)metoxi]
benzdico;

dcido 2-[(4-bromo-3-carboxifenil)metoxi]-6-(2-
mercaptoetil)benzdico;

dcido 2-[(2-carboxi-5-metoxifenil)metoxi]-6-(2-

mercaptoetil)benzdico;



dcido 2-(3-carboxibenziloxi)-6-(2-mercaptoetil)
benzdico;

dcido 2-(4-bromobenziloxi)-6-(2-mercaptoetil)
benzdico;

dcido 2-(4-tert-butilbenziloxi)-6-(2-mercapto-
etil)benzdico;

dcido 2-(3-bromobenziloxi)-6-(2-mercaptoetil)
benzdico;

dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-metoxibenzdico;

acido 2-(3-clorobenziloxi)-6-(2-mercaptoetil)
benzdico;

dcido 3-(2-mercaptoetil)bifenil-2-carboxilico; ou
dcido 2-carboximetil-6-(2-mercaptoetil)benzdico;

ou respectivo sal farmaceuticamente aceitédvel.

Composto de acordo com a Reivindicacadao 4, em dque

composto é:

dcido 2-(2-mercaptoetil)-6-(fenilmetoxi)benzdico;
dcido 3-(2-mercaptoetil)-[1,1'-bifenil]-2,3"'-
dicarboxilico, ou

dcido 2-carboximetil-6-(2-mercaptoetil)benzdico;

ou respectivo sal farmaceuticamente aceitéavel.

Composto de férmula Ib, ou respectivo sal ou hidrato

farmaceuticamente aceitdvel:




8.

em que A?, A%, A e AA, independentemente, sao
hidrogénio, C1—-Cs alquilo, C,—Csg alcenilo, C,—Cyq
alcinilo, arilo, heteroarilo, <cicloalguilo, hetero-
cicloalquilo, halo, hidroxi, sulfidrilo, nitro, amino,
ciano, isociano, tiociano, isotiociano, formamido,
tioformamido, sulfo, sulfino, C;-Co alquilsulfonilo,
C1-Coy alcoxi, Cy,-Cy alcenoxi, fenoxi ou benziloxi,

em que o referido alquilo, alcenilo, alcinilo, arilo,
heteroarilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, alcoxi,
alcenoxi, fenoxi e benziloxi, independentemente, nao
estdao substituidos ou estdao substituidos com um ou
mals substituinte(s),

em que, se Al for cloro, fluoro, amino ou tiometilo,
entdo A%, A’ e A’ poderdo ndo ser todos hidrogénio,

e em que pelo menos um dos A?, A2, A’ e A* nido ¢é

hidrogénio.

Composto de acordo com a Reivindicacédo 6, em que:

2%, A’ e A* sdo hidrogénio, e
Al é —(CH,),-Ar ou -Y-(CH,),-Ar, em que n é 0 - 3, Y
¢ 0, S ou NR em que R ¢ hidrogénio ou C1-C,
alquilo, e
Ar é fenilo, ndo substituido ou substituido com C;-

C, alquilo, carboxi ou halo.

Composto de acordo com a Reivindicagdo 7, em que o

composto é:

dacido 5-(mercaptometil)-2-(2-feniletoxi) benzdico;
dcido 4- (mercaptometil)-[1,1'-bifenil]-2,3'-

dicarboxilico;



10.

11.

12.

13.

dcido 5-(mercaptometil)-2-(fenilmetoxi)benzdico, ou
acido 4-bromo-3-(mercaptometil)benzdico;

ou respectivo sal farmaceuticamente aceitéavel.

Composto de acordo com a Reivindicacdo 8, em que o
composto é:
dcido 4-(mercaptometil)-[1,1'-bifenil]-2,3'-dicarboxi-

lico ou respectivo sal farmaceuticamente aceitavel.

Composto de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
precedentes, em que o composto € um enantidmero ou

parte de uma mistura enriquecida em enantidmero.

Utilizacdo de um composto de acordo com gualguer uma
das reivindicacdes precedentes no fabrico de um
medicamento para inibir a actividade da enzima
NAALADase, tratar uma anormalidade do glutamato,
realizar uma actividade neuronal, tratar uma doenca da

préstata, tratar —cancro, inibir a angiogénese ou

realizar uma actividade do TGF-f3.

Utilizagao da Reivindicagdao 11, em que o referido
medicamento se destina a tratar uma anormalidade do
glutamato seleccionada do grupo gue consiste em
perturbacdo compulsiva, acidente wvascular cerebral,
doenca desmielinizante, esquizofrenia, doenca de
Parkinson, esclerose lateral amiotrdfica, ansiedade,
perturbacdo de ansiedade, enfragquecimento da memdria e

glaucoma.

Utilizacdo da Reivindicacéo 11, em qgque o referido
medicamento se destina a realizar uma actividade

neuronal seleccionada do grupo que consiste em



14.

15.

16.

17.

estimulacdo de neurdnios danificados, promocao da
regeneracao neuronal, prevencdo de neurodegenerescéncia

e tratamento de uma perturbacao neuroldgica.

Utilizacdo da Reivindicacdao 13, em que a referida
actividade neuronal consiste em tratamento de uma
perturbacdo neuroldgica e a referida perturbacéao
neuroldégica ¢é dor, neuropatia diabética, neuropatia
periférica causada por lesdao fisica ou estado de
doenca, lesdo cerebral traumdtica, danos fisicos na
espinal-medula, acidente vascular cerebral associado a
danos cerebrais, uma doenca desmielinizante ou uma
perturbacao neuroldgica relacionada com

neurodegenerescéncia.

Utilizacdao da Reivindicacdo 11, em que o referido

medicamento se destina ao tratamento de cancro.

Utilizacdo da Reivindicacao 11, em que o referido

medicamento se destina a inibir a angiogénese.

Utilizacdao da Reivindicacdo 11, em que o referido

medicamento se destina a tratar uma anormalidade do

TGF—PB seleccionada do grupo que consiste em perturbacdo
neurodegenerativa, perturbacao da formacdo da matriz
extracelular, doenca relacionada <com o crescimento
celular, doenca infecciosa, doenga relacionada com o©
sistema imunoldgico, formacdo de escaras de tecido
epitelial, doenga vwvascular associada ao colagénio,
perturbacdo fibroproliferativa, perturbacao do tecido
conjuntivo, inflamacédo, doenca inflamatdéria, sindroma

da dificuldade respiratdéria, infertilidade e diabetes.



18. Método in vitro para detectar uma doenca, perturbacao
ou estado no gqual os niveis da NAALADase estéo

alterados, que compreende:

(i) contactar uma amostra de tecido ou fluido corporal
com um composto de acordo com qualquer uma das
Reivindicacdes 1-10, em que o referido composto se
liga a <qualquer ©NAALADase presente na referida
amostra, e

(i1) medir a quantidade de qualquer NAALADase ligada a
referida amostra, em que a quantidade de NAALADase &
um diagndstico da referida doenca, perturbacdo ou

estado.

19. Utilizacdao de um composto de acordo com qualquer uma
das Reivindicacdes 1-10 que estd etiquetado com um
marcador para preparar um agente de diagndstico in vivo
com a finalidade de detectar uma doenca, perturbacao ou

estado no qual os niveis da NAALADase estdao alterados.

20. Estojo de diagnéstico para detectar uma doencga,
perturbagdao ou estado no qual os niveis da NAALADase
estdao alterados, que compreende um composto de acordo
com qualquer uma das Reivindicagbes 1-10 etiquetado com

um marcador.

21. Composicao farmacéutica que compreende:
(1) uma guantidade eficaz de um composto de acordo
com qualquer uma das Reivindicacgdes 1-10, e

(ii) um transportador farmaceuticamente aceitéavel.

Lisboa, 17 de Fevereiro de 2009
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Curva de Sobrevivéncia de Kaplan-Meir de Ratinhos
Apods Tratamento com Composto B e Veiculo
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FIG.33

Testes de Haste Rotativa em Ratinhos HD Transgénicos Apos
os Tratamentos com Composto B (30 mg[kg/dia, oralmente)
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FIG. 34

Disténcia Total de Locomogdo em Ratinhos HD Transgénicos
Tratados com Composto B (30 mg/kg/dia, oralmente)
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FIG. 35
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