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Descri¢io
“Nitronas ciclicas, sua preparagio e composicdes farmacéuticas que as contém”
: q

A presente invengdo visa uma nova classe de nitronas ciclicas e as composi¢des farma-
céuticas que as contém, utiliziveis para a prevengdo de lesdes oxidativas dos tecidos perpetradas
por radicais livres a base de oxigénio ¢ para o tratamento de diversas doengas nas quais 0s
radicais com oxigénio danificam ou destroem tecidos por oxidagdo. Um outro aspecto da
presente invengdo visa a sua utilizagdo como inibidores da interleucina-1.

As moléculas que contém electrdes desemparelhados sdo designadas por radicais
livres. Os radicais livres sio extremamente reactivos. A redugdo parcial do oxigénio, realizada
pelos sistemas biolégicos dos mamiferos, produz os radicais superoxido e hidroxilo livres.
Também ¢ produzido o produto da redugdo de dois electrdes do oxigénio, 0 peroxido de
hidrogénio, mas este produto ndo contém nenhuns electrdes desemparelhados. No entanto,
este produto ¢ normalmente um precursor do radical hidroxilo que € o niais reactivo dos trés.
O radical hidroxilo livre reage praticamente com qualquer biomolécula. Como exémplos de
tais biomoléculas refere-se os acidos nucléicos, os lipidos e as proteinas. O radical livre oxida
a biomolécula, quer extraindo o atomo de hidrogénio da biomolécula quer juntahdo—se ele
mesmo directamente a molécula. Esta oxidag#o realizada pelo radical hidroxilo livre transforma a
biomolécﬁla num radical que ira reagir facilmente com o oxigénio molecular, formando assim
o produto designado por radical livre peroxilo. O radical peroxilo resultante reage com outra
biomolécula produzindo um radical livre que também ira ser transformado num oﬁtro radical

peroxilo, conforme descrito antes. A presenga inicial do radical oxigénio livre da inicio a
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reacgdo em cadeia em que sdo oxidadas diversas biomoléculas no organismo. Ao oxidarem
os lipidos, estes radicais livres podem afectar as membranas celulares, a sua permeabilidade,
os canais ionicos e a fungdo da célula. Ao oxidarem as proteinas, podem alterar as enzimas, a
fungdo muscular e os nervos. Ao oxidarem os acidos nucleicos, podem afectar o ADN, o
ARN e os seus produtos de expressdo.

Pesquisas efectuadas recentemente indicaram que os niveis excessivos destes radicais
livres com oxigénio estdo associados as lesdes teciduais que ocorrem em diversas doengas,
tais como a apoplexia, o enfarte do miocérdio, a deméncia senil e o choque. Pesquisas efectuadas
recentemente indicaram também que € possivel utilizar agentes retentores do momento cinético
total para interromper a cascada de reacgdes, descrita antes, € assim evitar ou minimizar quaisquer
lesdes teciduais. Os radicais livres com oxigénio e os radicais centrados no carbono reagem
com o agente retentor do momento cinético total mais facilmente do que com uma
biomolécula. A reacgdo com o agente retentor do momento cinético total ira dar origem a
formagéo de um aducto de radicais estdveis e interromper assim a reac¢ao em cadeia que esta
tipicamente associada aos radicais com oxigénio. A maior parte das lesdes de tecidos resulta
da reacg¢do em cadeia iniéfad’a pelo radical com oxigénio e ndo da reacgdo com o proprio
radical com oxigénio. -

O mecanismo de acgdo pelo qual os radicais com oxigénio provocam lesdes teciduais,
e bem assim a utilizagdo de agentes retentores do momento cinético total para evitar estaé
lesdes, foi minuciosamente descrito por Floyd em ‘FASEB Journal’, Vol. 4, pagina 2588 (1990).

O documento Pat. Abs. Jap., 1.2 (1988) n° 283 (C-518, 3130), descreve a sintese de
nitronas. O documento WO-A—9105552 descreve nitronas monociclicas e ciclicas. O documento

US-A-3044930 descreve N-oxidos de compostos heterociclicos que contém atomos de azoto.
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De acordo com a presente invengdo, foi descoberta uma nova classe de agentes re-

tentores do momento cinético total, os quais podem ser descritos pela seguinte formula estrutural

Ry
Ry

Z N
\O
H

Formula |

em que cada um dos simbolos R, e R; representa um grupo -CH; ou entdo os subs-
tituintes R, e R, formam conjuntamente uma cadeia alquileno(C-Cy).

Alguns dos compostos de formula estrutural [ existem sob a forma de sais de adigdo de
bases, farmaceuticamente aceitaveis. A expressdo “sais de adi¢do de bases, farmaceuticamente
aceitaveis” ¢ aplicavel a quaisquer sais ndo toxicos de adigdo de bases, organicas ou inorganicas,
derivados dos compostos representados pela formula estrutural I ou de qualquer dos seus
intermediarios. Como bases ilustrativas que formam sais adequados refere-se os hidroxidos
de metais alcalinos ou de metais aicalino-tenosos, tais como os hidroxidos de sodio, potassio,
calcio, magnésio ou bario; a amonia e as aminas organicas alifaticas, aliciclicas ou aromaticas,
tais como as seleccionadas entre metilamina, dimetilamina, trimetilamina e picolina.

Tal como referido antes, qualquer dos simbolos R; € R, pode representar um grupo
-CH;. Em alternativa, ‘0s substituintes R; ¢ R, podem formar conjuntamente uma cadeia
alquileno que contenha entre 2 ¢ 7 4tomos de carbono e qﬁe pode ser representada pela
formula geral -(CH,),-, em que o simbolo X representa um inteiro entre 2 ¢ 7. Tanto 0 primeiro
como o tltimo 4tomo de carbono da cadeia alquileno irdo estar ligados a posi¢do 3.

E possivel preparar os compostos de formula estrutural I utilizando técnicas convencionais
conhecidas na especialidade. O Esquema [ de Reacgdo ilustra métodos alternativos para a

preparagdo de tais compostos.
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Esquema I de Reaccﬁd

Rj
H, NH
\c=o PASSOA:
CICLIZACAO
Ry

R
Qo™
N PASSO B': REDUCAO
2 FACULTATIVA
PASSO B: EPOXIDACAO Ry

l )
N
R)
Ry 4
1\|1 PASSO B:0XIDACAO
3

PASSO C:ABERTURA DO ANEL v

R 1 0O
N
I \O

Conforme ilustrado antes, o primeiro passo do esquema de reacgdo consiste em submeter

a fenil-alquil-formamida de estrutura 1 a uma reac¢do de ciclizagdo para formar o denivado
heterociclico dé estrutura 2. No passo B efectua-se a epoxidagdo deste derivado heterociclico
para se obter o derivado oxaziridina de estrutura 3. No passo C, o anel oxaziridina é clivado
para formar o produto de formula estrutural I. Em alterativa, no passo B’ efectua-se a oxidagdo
do derivado heterociclico de estrutura 2 para se obter directamente a nitrona de formula
estrutural I. O passo B’ também pode ser modificado, submetendo o heterociclo de estrutura

2 a uma reacgdo facultativa de redugdo antes de se efectuar a reacgdo de oxidagéo.




O material de partida ﬁaré; esquema | de reacgdo é a fenil-alquil-formamida de estrutura
1. Os métodos para produzir estas fenil-alquil-formamidas sdo conhecidos na especialidade.
Por exemplo, veja-se Org. Syn., Vol. 44, pags. 44-47 (1964). O material de partida apropriado €
tal que os simbolos Ry, Rz, R3 e n possuam as significagdes pretendidas para o produto desejado
de formula estrutural 1.

A reacgdo de ciclizagdo do passo A pode ser efectuada recorrendo a técnicas conhecidas
na especialidade. De forma tipica, faz-se contactar a fenil-alquil-formamida com um excesso
de um agente de condensagdo, tal como o pent6xido de fosforo, num solvente aprotico, tal
como o tolueno. Os reagentes sdo aquecidos ao refluxo durante um periodo compreendido
entre 3 e 10 horas. Em alternativa, ¢ possivel utilizar misturas de POCl3/SnCl, para efectuar a
mesma reacgdo. O derivado heterociclico resultante de estrutura 2 pode ser isolado e purificado
por diversas técnicas conhecidas na especialidade. Por exemplo, apds a neutralizagdo, € pbssivel
recupera-lo por extracgdo e purifica-lo por destilagéo.

Em alternativa, a ciclizagdo do passo A pode ser efectuada do modo a seguir indicado,

o qual foi descrito mais pormenorizadamente por Larsen ef al. em J. Org. Chem., Vol. 56;

1991; pags. 6034-6038. Faz-se contactar a fenil-alquil-formamida com um ligeiro excesso de
cloreto de oxalilo num solvente hidrocarbonado clorado anidro, tal como o cloreto de
metileno. De forma tipica, faz-se contactar os reagentes a temperatura ambiente e sob uma
atmosfera inerte, durante um periodo compreendido entre 0,5 € 2 horas. A mistura de reacgio
arrefecida adiciona-se um excesso de um écidov de Lewis, de preferéncia FeCl;. Agita-se os
reagentes durante um periodo compre;endido entre 6 e 24 horas. Em alternativa, também ¢
possivel utilizar outros acidos de Levﬁs, tais como TiCly, SnCL, ou AICL;. Tipicamente, lava-se a

mistura de reac¢do com H,O, seca-se sobre sulfato de sodio e depois concentra-se. Faz-se
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entdo contactar o produto impuro com um é&cido mineral forte, tal como H,SO, em metanol, e
aquece-se ao refluxo durante 6 a 12 horas. Recupera-se o produto por extracgdo com uma
solugdo aquosa de um 4cido e subsequente neutralizagio. Em alternativa, o produto intermediario
impuro pode ser purificado por cromatografia, utilizando um sistema solvente adequado, tal
como uma mistura a 50:50 de acetato de etilo:hexano, podendo o composto intermediario
assim isolado ser convertido no derivado heterociclico de estrutura 2 por aquecimento a
temperaturas compreendidas entre 100°C e 150°C durante um periodo compreendido entre
0,25 e 1 hora. E possivel submeté-lo a uma das reacgdes alternativas adiante descritas.

No passo B submete-se o derivado heterociclico de estrutura 2 a condigdes utilizadas
numa reacgio de epoxidagdo convencional para produzir o derivado oxaziridina de estrutura
3. Faz-se contactar o derivado heterociclico de estrutura 2 com um excesso de um agente
oxidante, tal como o acido 3-cloroperbenzdico ou o acido peracético. Faz-se contactar os
reagentes a temperaturas baixas, num solvente hidrocarbonado clorado, tal como o diclorometano.
Efectua-se a oxidagdo durante um periodo compreendido entre 2 e 8 horas. A oxaziridina
resultante pode ser recuperada e purificada por métodos conhecidos na especialidade. Por
exemplo, ¢ possivel recupera-la por concentragdo e purifica-la por cromatografia através de
gel de silica e/ou destilagao.

No passo C produz-se o produto desejado de formula estrutural I por abertura do anel
oxaziridina. Isto pode ser conseguido recorrendo a técnicas de clivagem conhecidas na espe-
cialidade. Um método adéquado consiste em fazer contactar o derivado oxaziridina com um
4cido mineral forte, tal como o acido sulfiirico, numa solugdo alcodlica, durante um periodo
compreendido entre 3 e 10 horas. De forma tipica, efectua-se a reacgdo a temperatura ambiente,

mas ¢ possivel efectua-la sob aquecimento, se desejado. O produto pretendido de férmula
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estrutural [ pode ser recuperado e purificado por técnicaé conhecidas na especialidade. Por
exemplo, neutraliza-se o meio de reacgdo, extrai-se com um solvente organico, tal como 0
éter, e submete-se as camadas org{miqas a destilagdo. O produto de formula estrutural [ pode
ainda ser purificado por cfomatograﬁa ou cristalizagdo, se desejado.

Os compostos de formula estrutural [ podem ser produzidos directamente a partir do
derivado heterociclico de estrutura 2, conforme ilustrado no passo B’. Nesta reacgdo faz-se
contactar uma solugdo alcodlica do composto de estrutura 2 com uma quantidade catalitica de
tungstato de sodio, na presenga de um excesso de uma solugdo aquosa de perdxido de
hidrogénio. De forma tipica, efectua-se a reaccdo em metanol e a temperatura :ambiente,
durante um periodo compreendido entre 1 ¢ 6 dias. Os metodos para efectuar esta reacgdo

estiio descritos mais pormenorizadamente por Murahashi e al. em Organic Synthesis, Vol.

70, pags. 265-271 (1991). O produto resultante pode ser recuperado e purificado conforme
descrito antes no paséo C.

Em alternativa, os derivados heterociclicos de estrutura 2 podem ser reduzidos por
tratamento com 1,0 a 2,0 equivalentes de um agente de redugdo adequado, tal como o boro-
hidreto de sédio. Tais reac¢des de redugio sio tipicamente realizadas num solvente alcoolico,
tal como o metanol ou o etanol, & temperatura de 20°C e durante um periodo compreendido
entre 1 e 12 horas, para se obter produtos reduzidos de estrutura 4. Estes produtos reduzidos
podem ser isolados por dilui¢do da mistura de reac¢do com agua ou com uma solug@o aquosa
de hidroxido de sodio e subsequente extracgdo com diclorometano. Se for necessario, € possivel
purificar os produtos reduzidos por cromatografia. Os compostos de estrutura 4 podem entio
ser oxidados,‘utilizando condi¢des idénticas as descritas no passo B’, com excepgao de o

tempo de reacgdo ser reduzido para um intervalo entre 1 ¢ 24 horas.




Os exemplos seguintes ilustram melhor a sequéncia de reacgao descnita antes.

Exemplo [

N-éxido de 3,4-di-hidro-3,3,-dimetil-isoquinolina

= N\O

Passo A)
3.4-di-hidro-3,3-dimetil-isoquinolina

A uma solugdo mecanicamente agitada, constituida por 33,4 g (188 mmol) de N-formil-
-a,a—dimeﬁl—IB-fenetiJamina em 325 mL de tolueno, a temperatura ambiente, adicionou-se
100 g (705 mmol) de pentoxido de fosforo, joeirado a seco. Manteve—se a mistura resultante
ao refluxo durante 6 horas e deixou-se em repouso de um dia para o outro a temperatura ambiente.
‘Removeu-se o tolueno por decantagdo, tratou-se o residuo com gelo e lavou-se duas vezes a
solugdo aquosa resultante com éter. Alcalinizou-se a camada aquosa para pH 8 com uma
solugio de NaOH a 50% e extraiu-se trés vezes com éter etilico. Lavou-se as camadas organicas
combinadas, duas vezes com 4gua e uma vez com salmoura, secou-se (MgSO), tratou-se com

carvdo, filtrou-se e evaporou-se. Destilou-se o residuo para se obter 3,4-di-hidro-3,3-dimetil-

-isoquinolina (p.e. 71°C-75°C, 0,2 mm) com o aspecto de um o6leo incolor.

Passo B)
4,8b-di-hidro-3,3-dimetil-3H-oxazirino[3,2a]isoquinolina

A uma solugdo agitada de 1,0 g (6,3 mmol) de 3,4-di-hidro-3,3-dimetil-isoquinolina
em 50 mL de diclorometano, a temperatura de 0°C, adicionou-se progressivamente acido 3-

~cloroperbenzéico (1,5 g a 80%-85%, 7,0-7,4 mmol) ao longo de um periodo de 3 minutos.
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Depois de se agitar durante 4 horas a temperatura de 0°C lavou-se a mistura duas vezes com
uma solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sodio, secou-se (MgSO,), filtrou-se € concentrou-
-se para se obter um ¢leo. Submeteu-se o ¢leo a cromatografia através de gel de silica (50 x
160 mm), efectuando a eluigdo com hexano a 20% em acetato de etilo. Combinou-se as fracgoes

adequadas, concentrou-se e destilou-se o produto impuro para se obter um 6leo incolor (p.e.

105°C, 0,1 mm).

Passo C)
N-6xido de 3,4-di-hidro-3,3-dimetil-isoquinolina

A uma solugio agitada de 0,657 g (3,75 mmol) de 3,3-dimeti1-l,2,3,9-tetra-hidro-oxa-
ziridina[3,2alisoquinolina em 30 mL de metanol e 6 mL de 4gua adicionou-se 24 mL de acido
sulfirico com o auxilio de uma pipeta. Depois de se agitar de um dia para o outro a temperatura
ambiente verteu-se a solugdo sobre uma solugdo aquosa de carbonato de sddio e extraiu-se
trés vezes com éter. Lavou-ée as camadas organicas combinadas com uma solugdo aquosa de
di-hidrogeno-fosfato de potéssio, secou-se (MgSO,), filtrou-se e concentrou-se. Destilou-se o
residuo para se obter N-oxido de 3 4-di-hidro-3,3-dimetil-isoquinolina (p.e. 156°C, 0,05 mm)
com o aspecto de um 6leo incolor. Eventualmente, o 6leo cristalizou para proporcionar um

- solido, p.f. 70°C-72°C.

Exemplo I
Passo A)

~ Espiro[ciclo-hexano-1,3]-3,4-di-hidro-isoquinolina
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A uma solugdo de 1,8 g (8,3 mmol) de 1-benzil-1-formamido-ciclo-hexano em 100 mL de
diclorometano, sob uma atmosfera de azoto, adicionou-se 1,1 g (9,1 mmol) de cloreto de
oxalilo. Agitou-se a solugdo incolor limpida a temperatura ambiente durante 1 hora, depois
deixou-se arrefecer para 0°C, adicionou-se de uma s6 vez 1,6 g (9,9 mmol) de cloreto férrico
e deixou-se a mistura de reacgdo aquecer lentamente até a temperatura ambiente, durante 18
horas. A mistura escura adicionou-se 80 mL de uma solugdo aquosa de 4cido cloridrico a
10% e agjtou-se durante mais 2 horas & temperatura ambiente. Extraiu-se a mistura de reacgao
com diclorometano, secou-se a camada organica sobre éulfato de magnésio, filtrou-se e
concentrou-se para se obter um Oleo escuro e espesso, 0 qual se diluiu com 100 mL de uma
solugdo a 95:5 de metanol/acido sulfiirico e se manteve ao refluxo durante 24 horas. Deixou-
-se a mistura de reacgdo arrefecer, concentrou-se num evaporador rotativo, diluiu-se com agua
e extraiu-se com acetato de etilo. Lavou-se a camada orgénica com uma solugdo aquosa de
acido cloridrico a 10% e deitou-se fora. Alcalinizou-se as camadas aquosas acidicas combinadas,
utilizando para tal uma solugdo concentrada de hidroxido de amoénio, e extraiu-se com
diclorometano. Secou-se esta camada organica sobre sulfato de magnésio e concentrou-se
para se obter 1,4 g (7,0 mmol) de um 6leo amarelo espesso. RMN-H (CDCls) 8 8,23 s(1H),

7.25 (4H), 2,70 s(2H), 1,56 m(10H).

Passo B)

N-6xido de espiro[ciclo-hexano-1,3’]-3,4-di-hidro-isoquinolina
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A uma solu¢do de 1,3 g (6,5 mmol) de espiro[ciclo-hexano-1,3’]-3,4-di-hidro-iso-
quinolina em 10 mL de etanol adicionou-se 20 mL de uma solugdo aquosa a 30% de peroxido
de hidrogénio e 65 g (2,0 mmol) de tunéstato de sédio. Depois de se agitar durante 48 horas a
temperatura ambiente deixou-se a mistura de reacgdo arrefecer para 0°C e diluiu-se com 200
mL de uma solugdo aquosa de tiossulfito de sodio a 30%. Depois de se agitar durante 0,5
hora, extraiu-se a mistura com acetato de etilo. Secou-se a camada organica sobre sulfato de
magnésio, filtrou-se e concentrou-se para se obter um s6lido amarelo que foi entdo submetido
a cromatografia através de gel de silica (eluente: rrustura al:lde buténona:hexano). Deixou-se 0
solido resultante recristalizar a partir de acetato de etilo e hexano para se obter 0,7 g de um

solido branco. P.f 155°C-157°C.

Exemplo [

Passo A)

Espiro[ciclopentano -1,3’]-[ IH]di-hidro-isoquinolina

=N
De um modo idéntico ao descrito no passo A do exemplo II, preparou-se 1,3 g (7,0 mmol)
de produto a partir de 1,5 g (7,4 mmol) de N-(1-benzilciclopentil)-formamida.

RMN-H (CDCL) & 8,24 s(1H), 7,30 (4H), 2,78 s(2H), 1,7 m(8H).

Passo B)

2-0xido de espiro[ciclopentano -1,3°]-[ 1H]di-hidro-isoquinolina
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De um modo idéntico ao descrito no passo B do exemplo II, preparou-se 1,6 g (8,0

mmol) de produto com um p.f. de 119°C-121°C.

Exemplo IV

A) N-6xido de espiro[ciclo-hexano-1,3°]-3,4di-hidro-isoquinolina

Pz N\o
Preparou-se uma solugdo de 5,0 g (25,1 mmol) de espiro[ciclo-hexano-1,3"]-(4’H)-iso-
quinoﬁna em 200 mL de metanol, tratou-se com 1,90 g (50,2 mmol) de boro-hidreto de sédio
e agjtou-se durante 3 horas a temperatura ambiente. Concentrou-se a mistura de reacgdo, tratou-se

com 100 mL de hidréxido de sédio IN e extraiu-se com diclorometano. Secou-se a camada

orgnica e concentrou-se para se obter 4,5 g de um Oleo espesso que foi imediatamente

diluido com 100 mL de metanol e tratado com 7,3 mL de perdxido de hidrogénio a 30% e

uma quantidade catalitica de tungstato de sodio. Decorridas 3 horas a temperatura ambiente,
concentrou-se a mistura de reacgio, tratou-se com uma solugdo aquosa de bissulfito de sodio
e extraiu-se com diclorometano. Secou-se a camada orgdnica e concentrou-se para se obter

um sélido que se deixou recristalizar a partir de diclorometano/ciclo-hexano, 3,51 g.

Ponto de fusdo: 15_2°C-155°C.

74
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Os compostos de formula estrutural [ sdo agentes retentores do momento cinético total.
As composigdes farmacéuticas que os contém podem ser utilizadas para tratar doengas em
que os radicais livres com oxigénio ou peroxilo provocam lesdes teciduais. Tais agentes
evitam ou reduzem significativamente a extensdo das lesdes teciduais em causa.

A capacidade dos compostos para capturar radicais livres com oxigénio e radicais
centrados em atomos de carbono ¢ para evitar a oxidagdo de biomoléculas pode ser demonstrada
por experiéncias in vitro conhecidas na especiélidade. Uma dessas experiéncias baseia-se no
facto de o lipido fosfatidilcolina de soja poder ser facilmente oxidado. Esta oxidagdo pode ser
desencadeada por diversos agentes oxidantes, tais como F e’ e H,0, ou 2,2’-azobis~(2-
-amidinopropano). Um agente retentor do momento cinético total ird diminuir a velocidade a
que o lipido ¢ oxidado nesta experiéncia. Esta experiéncia foi descrita pormenorizadamente
por: a) Nilsson, U.A., Olsson, L-I, Carlin, G. e Bylund-Fellenius, A-C. (1989) em ‘Inhibition
of lipid peroxidation by spin labels. Relashionships between structure and function. J. Biol.
Chem’. 264:11131-11135;

b) Aust, S.D. (1985). ‘Lipid peroxidation. In Handbook of Methods for Oxygen Radical
Research’. (Greenwald, R A, ed.) CRC Press, Inc. Boca Raton, Florida, pags. 203-207.

Ha uma outra experiéncia que se baseia no facto de os radicais livres hidroxilo bran-
quearem a p-nitrosodilﬁetilanﬂina. Um vagente retentor do momento cinético total ira diminuir
a intensidade do branqueamento em causa. Esta experiéncia foi descrita por: a) Bors, W,
Michel, C. e Saran, M. (1979) em ‘On the nature of biochemically generated hydroxyl
radicals. Studies using the bleaching of p-nitrosodimethylaniline as a direct assay method.
Eur. J. Biochem.” 95: 621-627.

Os resultados de uma dessas experiéncias sdo apresentados mais adianté. A fosfatdil-

colina (PC) de soja foi adquirida a fomecedores comerciais, tais como as empresas ‘Sigma’ ou
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‘Avanti Polar Lipids’. Dissolveu-se a PC de soja em etanol até se atingir uma concentragao
final de 0,563 mM. Adicionou-se 80 L da solugdo de etanol/PC a 8 mL de tampdo de NaCl
50 mM/T ris 10 mM, pH 7,0, sob agitagdo a temperatura de 37°C até se obter um lipossoma.

A capacidade de um composto para inibir a oxidagdo do lipossoma de PC de soja foi
avaliada do modo a seguir descrito. Iniciou-se a oxidagdo com peréxido de hidrogénio e F e,
Efectuou-se a experiéncia a temperatura de 37°C num dispositivo vibrador metabolico.
Adicionou-se ao veiculo de ensaio 8 mL do lipossoma, peroxido de hidrogénio (concentragdo
final de 50 uM), Fe®" (concentragdo final de 50 pM), o composto de ensaio e tampao, até se
obter um volume final de 9 mL.

Realizou-se a oxidagdo sob uma atmosfera de ar durante 15 minutos. A experiéncia foi
realizada essencialmente em conformidade com o protocolo de Augt, supra, que a seguir se
descreve de forma resumida. Efectuou-se a remogdo de aliquotas de 1 mL aos 0, 2, 4, 6, 10,
12 e 15 minutos e depois adicionou-se cada uma delas a 2 mL de uma mistura a 2:1 de acido
tiobarbiturico a 0,67%:acido tricloroacético a 10% em HCl 0,25 N que continha BHT a 2%
para terminar a oxidagao.

Aqueceu-se as amostras a temperatura de 100°C durante 20 minutos, deixou-se
arrefecer e cenuiﬁgou:se. Determinou-se a absorvéncia do sobrenadante resultante a 532-
-580 nm. A quantificagdo do complexo de acido tiobarbiturico/PC oxidada fo1 détenninada
por comparagdo com uma curva padrio de equivalentes de malondialdeido gerados por
hidrolise de 1,1,3,3-tetraetoxipropano, catalisada por acido. Os resultados foram expressos
como sendo a quantidade de composto necessario para inibir 100% da oxidagdo do lipossoma

de soja (Cly00) no periodo de 15 minutos. Foram obtidos os resultados a seguir indicados.
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UADRO |

Cl, g necessaria para evitar a oxidacdo de fosfatidilcolina de soja por acgdo de F e’ /H,0,

R)
Ry
= N
\O
H
R, R; R, +R; Clig0 (mM)
CH; CH; - 1,5
- 5 {(CHy), 0,3
- - -(CH»)s 0,1

Repetiu-se o procedimento descrito antes utilizando Fe*'/histidina-Fe’™ para oxidar a
PC de soja. O produto histidina-Fe’* foi preparado como solugdo de reserva a 25:5 mM no
sistema tampdo descrito antes. O produto histidina-Fe’~ estava presente na proveta de ensaio
com uma concentracdo de 250:50 puM e a oxidagdo foi iniciada com 50 pM de Fe**. O

protocolo de ensaio ndo foi alterado de nenhuma outra forma.

UADRO II

Cl, necesséria para evitar a oxidacdo de fosfatidilcolina de soja por ac¢do de Fe*'/histidina-Fe™

Ry
S N\

O
R . R; R +R; Clygo (mM)
CH; CH; - 2,5
- - '(CH2)4 057
- - ‘(CHZ)S 073
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Uma das utilizagdes principais das composigdes farmacéuticas que contém estes com-
- postos ira ser no tratamento de apoplexias. As apoplexias estao associadas a isquémia cerebral.
Inicialmente penséva-se que as lesdes do SNC, que muitas vezes acompanham uma apoplexia,
eram um resultado directo do facto de os tecidos ficarem privados de oxigénio. Pesquisas
efectuadas recentemente demonstraram que a maior parte das lesdes ocorre quando os tecidos
sdo reoxigenados durante a reperfusio. McCord ef al. demonstraram que 0s radicais livres
sdo produzidos durante a reperfusdo dos tecidos isquémicos. ‘Gastroenterology’, 82, 9-15
(1982). Oliver et al. demonstraram que uma parte significativa destas lesdes ocorre por acgao
dos radicais livres com oxigénio e devido a sequéncia de oxidagdo que desencadeiam, “Proc.
Natl. Acad. Sci. USA’, vol. 87, pags. 5144-5147, Julho de 1990. Floyd demonstrou que o
agente retentor do momento cinético total a~fenil-N-terc-butil-nitrona (PBN) minimiza as lesdes
teciduais num modelo de apoplexia realizado com gerbilos, supra. Neste modelo, as artérias
carétidas de gerbilos sdo apertadas cirurgicamente ¢ decorrido um periodo predeterminado
retira-se o dispositivo de constrigdo por forma a que possa ter lugar a reperfusdo dos tecidos
envolventes. As lesdes do SNC, que ocorrem durante a reperfusio, podem ser medidas pelo
nivel de oxidagfio proteica que ocorre no cérebro ou examinando o comportamento dos gerbilos.
Os animais aos quais foi administrado o composto PNB sofreram menos leses do SNC do
que os animais de contraprova. Oliver et al. e Phillis et al. também chegaram a resultados
semethantes com o composto PNB, supra e ‘Neuroscience Letter’, 116 (1990) 315-319.

Uma vez que os compostos de formula estrutural I sdo agentes retentores do momento
cinético total, é possivel utiliza-los em composigdes farmacéuticas uteis para o tratamento de
apoplexia. A eficacia dos compostos para o tratamento de apoplexias também pode ser de-

monstrada no modelo com gerbilos descrito antes.
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O composto N-6xido de 3,4-di-hidro-3,3-dimetil-isoquinolina, que constitui o produto
do exemplo I (doravante designado por composto) foi testado num modelo com gerbilos,
conforme descrito antes. O procedimento exacto utilizado foi descrito por Chandler ef al. em
“Journal of Pharamcological Methods® Vol. 14, paginas 137-146 81985). As figurasITa V
resumem os resultados obtidos.

Os gerbilos que foram submetidos a isquémia cerebral revelam um padrdo comportamental
caracteristico, tal como um aumento drastico da actividade locomotora. A figura I ilustra o
efeito que o composto teve sobre a actividade motora de gerbilos néo isquémicos. Um exame
da figura I demonstra que o composto ndo teve qualquer efeito sobre a actividade locomotora
de gerbilos ndo isquémicos.

A figura II ilustra os efeitos da isquémia sobre a actividade locomotora dos gerbilos. Estes
dados demonstram que a isquémia aumentou significativamente a actividade locomotora dos
gerbilos.

A figura 1T ilustra o efeito neuroprotector dos compostos. Efectuou-se o pré-tratamento
dos gerbilos com o compostﬁ, 30 minutos antes do inicio da isquémia. Nas dosagens de 30 mg/kg
e 100 mg/kg o composto diminuiu signiﬁcaﬁvamente' a actividade locomotora destes roedores, o
que é indicativo da preservagdo dos tecidos neurais.

A figura IV compara a perda neural dos gerbilos isquémicos, aos quais foram admi-
nistradas diversas doses de compostos, com a dos gerbilos de contraprova € a dos gerbilos nao
isquémicos. Estes dados demonstram que o composto salvou quantidades significativas de
tecido neural, quando administrado em doses adequadas.

A figura V ilustra o efeito protector de outros compostos abrangidés pela formula

estrutural I sobre este modelo com gerbilos. Todos os compostos foram administrados
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segundo uma dosagem de 32 mg/kg. O efeito protector pode ser aumentado administrando 0s
compostos em doses mais elevadas. O composto A representa o produto do exemplo [, o
composto F representa o composto do exemplo IIl e o composto G representa o composto do
exemplo I

As composigdes farmacéuticas que contém os compostos de formula estrutural I
podem ser utilizadas para evitar as lesdes teciduais induzidas por reperfusdo em outros estados
isquémicos para além da apoplexia. Os pacientes que sofrem um enfarte do miocardio
experimentam uma isquémia dos tecidos do miocardio. Esta isquémia estd muitas vezes
associada a destruigdo das células musculares do miocardio € a uma correspondente diminuigdo
da contractilidade do miocardio. Pesquisas efectuadas recentemente demonstraram também
que uma parte significativa destas lesdes ocorre no momento da reperfusdo. Bolli ef al.
demonstraram que os radicais com oxigénio sdo gerados durante a reperfusdo dos tecidos do
miocardio e que o composto PNB diminui a quantidade de disfun¢ges do miocardio que
ocorrem ap0s a reperfusio, ‘Free Rad. Res. Comms.’, Vol. 9, N° 3-6, pags. 169-180. As lesdes
por reperfusdo também podem ocorrer nos tecidos hepaticos, renais e intestinais. As lesdes
por reperfusdo também estdo associadas as chagas por compressao (chagas dos acamados) que
normalmente afectam pacientes confinados a camas.

As composigdes farmacéuticas que contém os compostos de formula estrutural I podem
ser utilizadas para evitar as lesSes oxidativas que acompanham tipicamente a reperfusdo de
tecidos isquémicos. Para que haja este efeito, é necessario que as composigdes sejam admi-
nistradas decorridas 8 horas apos o inicio da isquémia. Como € dbvio para os especialistas na
matéria, as composigdes ndo irdo corrigir as lesdes teciduais que ja tenham ocorrido como

resultado da reperfusdo. Tal como utilizado na presente memoria descritiva, 0 termo “tratar”
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refere-se a capacidade dos compostos para evitar novas lesdes, retardar a velocidade de
ocorréncia de novas lesdes ou diminuir a quantidade de leses em causa.

Os radicais livres com oxigénio também produzem lesdes teciduais noutras doengas
para além da reperfusdo dos tecidos isquémicos. A exposigdo a ambientes com elevada pressdo
de oxigénio ou enriquecidos em oxigénio produz radicais livres com oxigénio. Uma exposigao
prolongada a estes ambientes pode produzr leses técidﬁais. | Por exemplo, os bebés prematuros
que tenham de passar periodos prolongados em respiradores sofrem frequentemente lesoes
permanentes nos olhos e possivel cegueira devido a estes radicais com oxigénio. Os traumatismos
fisicos em que haja uma hemorragia excessiva nos tecidos nervosos, especialmente o cérebro
e a medula espinal, sio um outro exemplo de lesdes originadas por radicais livres com oxigénio.
Os radicais livres com oxigénio também sdo gerados durante a trombolise com agentes tais
como estreptoquinase, TPA, etc.. Os radicais livres com oxigénio também sdo gerados pelos
raios X e estio associados as lesdes que os raios X podem provocar aos tecidos.

A geragdo de radicais livres por diversos processos celulares foi demonstrada durante
o choque circulatorio, o choque séptico e o choque toxico. A produgdo excessiva de tais radicais
pode ser a causa de lesdes nos orgdos e da mortalidade associada a tais fenomenos. Em
consequéncia, comprovou-se que o composto PNB aumenta significativamente a sobrevivéncia
em diversos modelos de choque circulatorio com animais (Hamburger & McCay; Circulatory
Shock 29: 329-334 (1989) Novelli ef al. Resuscitation 18 195-205 (1989). Os compostos de
formula estrutural I também podem ser utilizados para tratar choques circulatorios, sépticos

ou toxicos.
A eficicia dos compostos de férmula estrutural foi demonstrada num modelo de

choque séptico com animais. Nesta experiéncia, mjectou-se 0s ratos com endotoxina e
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determinou-se uma taxa de sobrevivéncia do grupo de contraprova. Efectuou-se o pré-tratamento
de outros grupos de ratos com um dos compostos de formula estrutural I em dosagens
vaniaveis, depois administrou—sé a endotoxina e comparou-se as taxas de sobrevivéncia. Esta
experiéncia fot realizada do modo a seguir deséﬁto.

Foram utilizados ratos da estirpe Sprague Dawley (massa corporal compreendida entre
215 g e 300 g) em cada grupo de ensaio. A endotoxina (30 mg/kg) foi administrada por via
intraperitoneal (IP). Administrou-se um composto de ensaio ou um veiculo, por via IP, 30

minutos antes da administragdo da endotoxina. Foram obtidos os resultados seguintes:

QUADRO III

TAXAS DE SOBREVIVENCIA DE RATOS TRATADOS COM ENDOTOXINA

(AO FIM DE 72 HORAS DE EXPOSICAO A ENDOTOXINA)

Composto Dose (mg/kg) Taxa de sobrevivéncia | % de Sobreviventes
Contraprova - 15/60 25
Exemplo 1 3 4/12 33
Exemplo | 10 7/12 58
Exemplo I 30 10/12 83
Exemplo II 3 3/10 - 30
Exemplo I “ 10 19/23 91
Exemplo I | 10 - 2/12 17
Exemplo III 30 10/11 91

A oxidagdo de tecidos também esta associada a diversas doengas neurodegenerativas
cronicas. Como exemplos de tais doengas neurodegenerativas refere-se a deméncia senil, a

doenga de Alzheimer e a doenga de Parkinson. A administragdo destes compostos a um paciente
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que sofra de uma tal doenga ou evita uma maior neurodegeneragdo ou diminui a velocidade
de ocorréncia de qualquer neurodegeneragdo futura.

Para que as propriedades terapéuticas descritas antes se manifestem, € necessario que
os compostos contidos numa composigdo farmacéutica sejam administrados numa quantidade
suficiente para reter os radicais livres com oxigénio e os radicais centrados em carbono que
sio gerados na zona em que haja risco de ocorréncia de lesdes teciduais. O intervalo de
dosagem em que estes ‘compostos revelam tal efeito pode variar bastante em fungio da doenga
particular que se pretende tratar, do paciente, do composto particular que é administrado, da
via de administragdio e da existéncia de outras doengas de que padesa o paciente, etc.. De
forma tipica, os compostos exibem o seu efeito terapéutico num intervalo de dosagem com-
preendido entre cerca de 0,1 mg/kg/dia e cerca de 300 mg/kg/dia para qualquer das doengas
ou estados patologicos indicados antes. A administragdo diéria repetitiva pode ser desejavel e
ira variar de acordo com as condigbes explicitadas supra.

Para além de serem agentes retentores do momento cinético total, descobriu-se também
que os compostos de formula estrutural I inibem a secregdo de interlecuina 1 (IL-1). O termo
‘interlecuina 1’ (IL-1) ¢ a designagdo atribuida a uma familia de moléculas que tém efeitos
biologicos miltiplos. O termo ‘interlecuina 1” foi proposto em 1979; as primeiras publicagdes da
especialidade atribuem-lhe outras designagdes. Murphy, British Journal of Rheumatology,
1985; 24 (supl. 1)M: 6-9 e Oppenheim et al., Immunology Today, Vol. 2, 45-55 (1986). A
IL-1 é segregada por macréfagos estimulados e tem diversos efeitos biologicos significativos,
tais como a mediagdo da proliferagdo dos linfocitos T e efeitos pirogénicos e pro-inflamatorios.

As actividades da IL-1 estdo descritas resumidamente nas duas publicagdes anteriores.

A IL-1 foi descrita como mediadora da resposta de fase aguda em inflamagdes e como
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possuidora de efeitos pirogénicos e pré-inflamatorios. A IL-1 induz alteragdes no tecido
conjuntivo, tendo sido demonstrado que induz a libertagdo de enzimas degradativas a partir de
células do mesénquima que estio presentes nos locais de erosdo 6ssea em estados
inflamatérios, tais como a artrite reumatdide. Billingham, Brit. J. Rheumatology, 1985:24 (supl.
1): 25-28. Dayer, Brit. J. Rheumatology 1985:24 (supl. 1): 21-24. A produgdo de proteinas
de fase aguda nos hepatocitos durante a fase aguda das inflamagdes ¢ mediada pela IL-1 ¢ por
outras citoquinas, tais como a [L-6. Whicher, Brit. J. Rheumatology, 1985:24 (supl. 1): 21-24.
A IL-1 também esta implicada como mediadora numa doenga inflamatéria da pele, a
psoriase. Camp et al., J, Immunology 1986: 137: 3469-3474 e:Ristow, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1987: 84: 1940-1944. E citotoxica para as células § produtoras de insulina no pancreas
e por isso é um factor causativo do desenvolvimento de algumas formas de diabetes mellitus.
Bencitzen et al., Science 1986: 232: 1545-1547 e Marx, Science 1988: 239: 257-258. Admite-se
também que a IL-1 esteja implicada no desenvolvimento de lesoes ateroscleroticas ou da
placa aterosclerotica. Marx, Science 1988: 239: 257-258. A IL-1 estimula o crescimento € a
proliferagdo de células dos musculos lisos vasculares, um efeito que € superior na auséncia ou
na supressio de prostaglandinas endogenas, o que pode levar ao engrossamento das paredes
celularés, tal como sucede na aterosclerose. Libby et al. Fed. Proc. 1 de Margo de 1987: Vol.
46, n° 3: 975, Abstract 3837.
Uma vez que os compostos inibem a secregdo de IL-1, entdo podem ser utilizados em
composigdes farmacéuticas teis para o tratamento de diversas doengas. Estas compreendem
a artrite, a psoriase, a aterosclerose e a diabetes. A capacidade dos compostos para inibir a

secrecdo de IL-1 pode ser demonstrada por experiéncias in vitro € in vivo conhecidas na
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especialidade. Uma dessas experiéncias in vitro baseia-se no facto de os macrofagos
segregarem IL-1 quando sdo expostos & endotoxina. |
Os estudos in vitro efectuados sobre a produgdo de IL-1 foram facilitados por uma
propriedade especifica dos macrofagos, isto €, a ligagdo a materiais alienigenas, v.g superficies
plasticas. Nesta experiéncia procedeu-se ao enriquecimento em macrofagos derivados de
monécitos do sangue periférico de seres humanos, por aderéncia a plasticos. Dois milhoes
destes macrofagos foram estimulados com 20 ng de endotoxina durante 24 horas. Depois
efectuou-se a colheita dos sobrenadantes das culturas e realizou-se a pesquisa dos niveis de
IL-1 por meio de um ensaio de imunossorgdo ligada a enzimas (EISLE, o mesmo que ELISA).
Repetiu-se 0 mesmo ensaio, com a excepsdo de ter sido realizado na presenga do composto de

ensaio. Repetiu-se 0 ensaio até se calcular um valor Cls,. Foram obtidos os resultados a seguir

mdicados.

QUADRO IV

INIBICAO DA LIBERTACAO DE INTERLEUCINA-1 POR ACCAO DOS MACROFAGOS

HUMANOS
Composto "~ Cly
‘Exemplo I 330 yM
Exemplo Il | 100 uM
Exemplo 11 200 uM

A capacidade dos compostos para inibir a secre¢do da IL-1 também pode ser de-
monstrada pelo ensaio in vivo a seguir descrito que se baseia no facto de a administragdo de

endotoxina a murganhos originar um aumento significativo dos niveis sanguineos de [L-1




$%4

nestes animais. Neste ensaio foram utilizados murganhos (macho) normais da estirpe Charles-
-Dawley com 7 semanas de idade. Injectou-se os murganhos com veiculo e estabeleceu-se um
nivel de IL-1 de referéncia no sangue, por meio de um protocolo de EISLE especifico para a
IL-1, decorridos noventa (90) minutos apds a administragéo. Depois administrou-se aos
animais tanto a endotoxina como o veiculo e determinou-se um nivel de IL-1 no sangue.
Finalmente administrou-se aos animais a endotoxina e o composto de ensaio € determinou-se

o efeito sobre os niveis de IL-1 no sangue. Foram obtidos os resultados segumtes.

UADRO V

Niveis de interleucina-1 no sangue de murganhos

Composto de ensaio Endotoxina IL-1 (pg/mL de soro)
Veiculo ndo 292
Nenhum sim 58,3
Exemplo 1 sim 6,4
Exemplo I ~ sim 10,2
Exemplo I sim 4,7

Uma vez que o composto inibe a libertagdo de IL-1, € possivel administrar composigdes
farmacéuticas que o contenham para tratar artrite, psoriase ¢ diabetes ¢ para a prevengédo da
aterosclerose. Para que os compostos manifestem as propriedades terapéuticas anteriormente
descritas, ¢ necessario administra-los numa quantidade suficiente para inibir a secregdo de
interleucina-1. Esta quantidade anti-interleucina pode variar em fung&o da doenga particular
que se pretende tratar, da gravidade da doenga, do paciente, do composto particular administrado,
da via de administragdo e da presenga de outras doengas de que padega o paciente. De forma

tipica, os compostos manifestam o seu efeito num intervalo de dosagem compreendido entre
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10 mg/kg/dia e 100 mg/kg/dia para qualquer das doengas ou estados patologicos enunciados
antes. A administragio diaria repetitiva pode ser desejavel e ira variar de acordo com as
condigdes referidas antes. |

As composigdes farmacéuticas que contém os compostos da presente invengio podem
ser administradas por diversas vias. Sdo eficazes se forem administradas por via oral. Também
podem ser administradas por via parentérica (isto €, por via subcutinea, intravenosa, intra-
muscular, intraperitoneal ou intratecal..

As composigdes farmacéuticas podem ser produzidas utilizando técnicas bem conhecidas
na especialidade. De forma tipica, mistura-se uma quantidade protectora do composto com
um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Para administragdo oral é possivel formular os composto em preparagdes solidas ou
liquidas, tais como capsulas, pilulas, comprimidos, pastithas, produtos fundidos, pds, suspensoes
ou emulsdes. As formas de dosagem unitaria solidas podem ser capsulas do tipo gelatinoso
convencional que contenham, por exemplo, agentes tensioactivos, lubrificantes e cargas inertes,
tais como a lactose, a sacarose ¢ o amido de milho, ou entio podem ser preparagdes de
libertagdo controlada.

De acordo com outra variante, os compostos de formula estrutural I podem ser formulados
em comprimidos com l")ases convencionais para comprimidos, tais como lactose, sacarose e
amido de milho, em combinagdo com aglutinantes, tais como goma de acécia, amido de milho
ou gelatina, agentes desintegradores, tais como amido de batata ou acido alginico, e um
lubrificante, tal como o 4cido estearico ou o estearato de magnésio. As preparagdes liquidas
sdo formuladas dissolvéndo o ingrediente acti\_ro num solvente aquoso ou ndo aquoso, farma-
ceuticamente aceitavel, que também pode conter agentes de suspensdo, agentes edulcorantes,

agentes aromatizantes € agentes conservantes, conhecidos na especialidade.
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Para administragdo parentérica, os compostos podem ser dissolvidos num veiculo far-
macéutico fisiologicamente aceitavel e administrados sob a forma de uma solugéo ou suspensao.
Como exemplos ilustrativos de veiculos farmacéuticos adequados refere-se a agua, solugdes
salinas, solugdes de dextrose, solugdes de frutose, etanol ou oleos de origem animal, vegetal
ou sintética. O veiculo farmacéutico também pode conter conservantes, tampdes, etc., conforme €
sabido na especialidade. No caso de os compostos serem administrados por via intratecal,
também podem ser dissolvidos em fluido cerebrospinal, conforme € conhecido na especialidade.

As composigdes farmacéuticas que contém compostos da presente mvengao também
podem ser administradas péi via topica. Isto pode ser conseguido preparando simplesmente
uma solugdo do composto que se pretende administrar, de preferéncia utilizando um solvente
sobre 0 qual se sabe que favorece a absorgdo transdérmica, tal como o etanol ou o
dimetilsulfoxido (DMSO), com ou sem outros excipientes. De preferéncia, a administragdo
topica ¢ realizada utilizando um emplastro de tipo reservatorio e membrana porosa ou do tipo
de matriz solida.

Nos documentos US-A-3 742 951, US-A-3 797 494, US-A-3 996 934 e US-A-4 031 894
estdo descritos alguns dispositivos trandérmicos adequados. De um modo geral, estes dispo-
sitivos possuem um elemento de suporte que define uma das suas superficies, uma camada
adesiva permedvel ao agente activo, a qual define a outra superficie, e pelo menos um reserva-
torio que contém o agente activo interposto entre as duas superficies. Em alternativa, o agente
activo pode estar contido numa diversidade de microcapsulas distribuidas ao longo da camada
adesiva permeavel. Em qualquer dos casos, o agente activo € libertado continuamente a partir
do reservatorio ou das microcapsulas através da membrana, atravessando a camada adesiva

permeavel ao agente, a qual esta em contacto com a pele ou a mucosa do paciente. No caso
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de o agente activo ser absorvido através da pele, entdo ha um fluxo controlado e pre-
determinado de agente activo que ¢ administrado ao paciente. No caso das microcapsulas o
agente encapsulante também pode actuar como membrana.

Num outro dispositivo para administragdo transdérmica dos compostos de acordo com
a presente invengdo, o composto farmaceuticamente activo esta contido numa matriz a partir
da qual ¢ libertado a um ritmo gradual, constante e controlado, conforme pretendido. A matriz
é permeavel ao composto, libertando-o por difusdo ou fluxo microporoso. A libertagdo regula
a velocidade de administragio. Um tal sistema, que néo necessita de membrana, esta descrito
na patente de invengdo norte-americana n° 3 921 636. Séo»possiveis pelo menos dois tipos de
libertagdo nestes sistemas. O composto farmaceuticamente eficaz dissolve-se na propria matriz €
difinde-se através dela. A libertagdo por fluxo microporoso ocorre quando 0 composto
farmaceuticamente eficaz é transportado através de uma fase liquida nos poros da matriz.

Embora a invengo tenha sido descrita a proposito das suas variantes especificas, faz-
-se observar que sdo possiveis outras modificagdes e que a presente invengdo pretende cobrir
quaisquer variagdes, utilizagdes ou adaptagdes da invencdo que estejam em conformidade, de
um modo geral, com os principios da invengéo, considerando-se abrangidos os possiveis
afastamentos, relativamente a presente memoria descritiva, que sejam ebglobados pela pratica
conhecida ou habitual na especialidade em qué se insere a presente invengo.

Tal como utilizado na presente invengao:

a) o termo “paciente” designa animais de sangue quente tais como, por exemplo,

cobaias, murganhos, ratos, gerbilos, gatos, coelhos, cées, macacos, chimpanzés e seres

humanos;
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b) o termo “tratar” refere-se a capacidade dos compostos para mitigar, aliviar ou
atenuar a progresséo da doenga no paciente ou quaisquer lesdes teciduais associadas a
doenga,;

¢) o termo “neurodegeneragio” refere-se a morte progressiva e ao desaparecimento de
uma populagdo de células nervosas que ocorra de uma forma caracteristica de uma dada
doenga e que origine lesdes cerebrais ou outras lesdes neuronais;

d) o termo “choque” € utilizado para designar o choque circulatorio, o choque séptico,
o choque toxico ou qualquer outra doenga em que os radicais derivados de oxigénio originem
uma pertusio inadequada de 6rgdos vitais, pelo Sistema circulatorio,

e) a expressdo “radical com oxigénio” deve ser entendida como designativa de radicais
centrados em carbono, radicais com oxigénio ou qualquef biomolécula que contenha um
electrio desemparelhado em qualquer argumentagao sobre lesoes teciduais.

Os compostos de formula estrutural I também podem ser misturados com qualquer
veiculo inerte ¢ podem ser utilizados em ensaios laboratoriais para determinar a concentragao
dos compostos no soro, na urina, etc. do paciénte, conforme ¢ sabido na especialidade. Os
compostos também podem ser utilizados como ferramentas de pesquisa ao formarem aductos

com o oxigénio molecular.
Lisboa, 13 de Julho de 2000
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Reivindicagées

1.  Nitrona ciclica de formula estrutural:

Ry
Ry

N
™o
H
Formula I
em que cada um dos simbolos R; ¢ R, representa um grupo -CH; ou entdo os

substituintes R, e R, formam conjuntamente uma cadeia alquileno(C»-C).

2. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, em que cada um dos simbolos R, € R;

representa um grupo -CHs.

3. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, em que os substituintes R, e R, formam

conjuntamente uma cadeia alquileno(C.-C,).

4. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, em que os substituintes R, e Ry

considerados em conjunto formam um grupo (CHy)s ou (CHy)a.

5.  Processo para produzir um composto de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1

a 4, o qual consiste em submeter uma fenil-alquil-formamida de estrutura 1

Rj
O™y
Ry H

1




(T d

10.

4

em que os simbolos R, € R, possuem as significagdes definidas antes, a uma reacgdo de

ciclizagdo para formar o derivado heterociclico de estrutura 2

Rj
Ry

/N
2

que ¢ depois submetido a um dos passos seguintes
a) um passo de epoxidagdo seguido da clivagem do anel oxaziridina ou

b) uma reacgdo de oxidagdo para formar a nitrona de férmula estrutural 1.

Composigio farmac€utica que incorpora um composto de acordo com uma qualquer das
reivindicagdes 1 a 4, o qual estd presente numa quantidade eficaz em mistura com um

veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Composigio farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 6, util para o tratamento de

lesdes oxidativas dos tecidos.

Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 6, util para o tratamento de

apoplexias.

Composigio farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 6, Gitil para o tratamento do

enfarte do miocardio.

Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 6, util para o tratamento de

doengas neurodegenerativas.




11.

12.

13.

14.

Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 6, itil para o tratamento do

choque.

Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 6, util para o tratamento de

lesdes teciduais associadas a um traumatismo fisico em que haja hemorragias excessivas.

Composigio farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 6, Gtil para inibir a libertagdo

da interleucina-1.

Meétodo para a preparagdo de uma composigdo farmacéutica de acordo com uma
qualquer das reivindicagdes 6 a 13, o qual consiste em combinar um composto de
acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 4 com um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

Lisboa, 13 de Julho de 2000
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