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Descri¢ao

“Compostos neurotréficos e antiproliferativos”

REFERENCIA A PATENTES DE INVENCAO AFINS

O presente pedido de patente de invengdo ¢ uma continuagdo parcial do pedido de
patente de invengdo norte-americana com o n° de série 08/298 108 depositado a 30 de Agosto de

1994 que aqui se considera incorporado por referéncia.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo proporciona métodos e composigdes tteis para a prevengdo e/ou
para o tratamento de doengas neurodegenerativas e proliferativas. As composigdes da invengdo
favorecem a maturagdo das células neuronais e retardam a sua proliferagdo. Em particular, a
presente invengdo diz respeito a moléculas neurotroficas ndo proteinicas capazes de passarem a

barreira sangue-cérebro para proporcionarem efeitos terapéuticos.

ANTECEDENTES

O funcionamento adequado do sistema nervoso exige a maturagio ¢ a manutengio de
células neuronais. Além disso, o estabelecimento de ligagdes sinépticas adequadas permite a
comunicagdo entre neurdnios diferentes. As insuficiéncias de sobrevivéncia de neurdnios ou
da capacidade para a manutengdo de ligagdes sindpticas estio associadas a doengas
neurodegenerativas entre as quais se inclui a doenga de Alzheimer, a doenga de Huntington,
a esclerose lateral amiotréfica (ELA), a doenga de Parkinson, o colapso € a degeneragio de

neuronios devido a neuropatias diabéticas e traumas.
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Muitas das doencas neurodegenerativas estdo associadas a perda ou a degeneragio de
uma classe particular de células neuronais. Por exemplo, na doenga de Parkinson sdo os
neurénios dopaminérgicos da substancia negra que degeneram. A ELA esta associada a perda de
neurénios motores. A sindroma de Wernicke-Korsakoff, vulgarmente associada a ao alcoolismo
cronico, provoca amnésia devido a lesdo dos corpos mamilares e do niicleo dorsal mediano

do talamo. Butters N., Seminar Neurol. (1984) 4:226-244. Pressupde-se que a doenga de

Alzheimer esteja associada a degeneragdo de determinados neurdnios colinérgicos. A ruptura
de axonios em consequéncia de traumas pode originar a degeneragio retrograda e a morte
neuronal.

A associagdo entre a neurodegeneragdo € o desenvolvimento de doengas estimulou a
pesquisa de agentes neurotroficos capazes de retardar, evitar ou inverter uma neurodegeneragao.
Até a0 momento presente muitos esforgos tém sido desenvolvidos neste dominio para a
identificagdo e caracterizagdo de polipeptidos neurotroficos. Por exemplo, tém sido objecto
de especial estudo os efeitos do factor de crescimento dos nervos (FCN), do factor neurotrofico
ciliar (FNTC), do factor neurotrofico de comando cerebral (FNCC, em inglés BDNF) e outros.
O efeito neurotrofico geral do FNTC, e em particular a sua acgdo trofica sobre 0s neuronios
motores, levou 4 sua investigagdo como agente util para o tratamento da ELA e de outras
doengas neurodegenerativas. Ver, por exemplp, Collins et al. na patente de invengdo norte-
—americana n° 5 141 856 ¢ Masiakowski no documento WO 91/04316 que aqui se consideram
incorporados por referéncia. Foi ja admitido que o FCN, para o qual se demonstrou que
favorece o desenvolvimento neuronal a partir dos neurdnios colinérgicos centrais, constitui
um agente util para o tratamento da doenga de Alzheimer. A maior parte dos polipeptidos

neurotroficos identificados até a0 momento presente sdo activos sobre populagdes relativamente
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restritas de células neuronais. Outros factores, tais como o FNTC, sdo activos num numero
maior de tipos de células neuronais.

De um modo geral observou-se que os agentes que induzem a maturagdo ou a
diferenciagdo de células neuronais em cultura também inibem a sua proliferagdo. Os precursores
embrionicos proliferativos normais dos neurdnios do sistema simpatico e sensoriais sao
induzidos a amadurecerem e a interromperem a divisdo na presenca de determinados factores
de crescimento, tais como o FCN. A associagdo entre a maturagdo ou a diferenciagdo neuronais €
a ac¢do antimitética também foi observada em determinadas células neoplasicas que s3o
responsivas aos factores neurotroficos. Por exemplo, as células PC12 do feocromocitoma do
rato, na presenga de FCN, desenvolvem neuritos compridos € interrompem a divisdo. Ver Green

LA e Tischler AS, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1976) 72:2424-2428. Foram observados efeitos

semelhantes noutras células neuronais.

As células no sistema nervoso ddo origem a um conjunto de doengas neoplasicas
potencialmente fatais. Por exemplo, admite-se que os neuroblastomas € 0s feocromocitomas
advenham de células com uma origem na crista neural. As células ndo neuronais do sistema
nervoso, incluindo as células gliais, os astrocitos € as células de Schwann, também dfo origem a
diferentes tipos de tumores. Muitos dos agentes presentemente utilizados em quimioterapia,
envolvendo células neuronais, sdo citotoxicos e possuem uma especificidade e uma penctra-
bilidade relativamente fracas. O tratamento de doengas neoplasicas por meio de agentes que
provoquem a maturagdo tem sido o objectivo ha muito procurado. Aaronson, S.A. Science
(1991) 254:1146-1153.

Embora os polipeptidos neurotroficos possam eventualmente Vir a ser uteis para o
tratamento de determinadas doengas neurodegenerativas e proliferativas, caracterizam-se por

uma fraca biodisponibilidade resultante do seu tamanho relativamente grande, o que faz com
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que haja resisténcia a sua passagem atraves da barreira sangue-cérebro. Esta fraca penetragao
nos tecidos destinatarios relevantes cria dificuldades importantes na sua utilizagdo para Q
tratamento de doengas neurodegenerativas e de doengas neoplasicas do sistema nervoso central.

O valproato de sodio anticonvulsivo (VPA) é um acido carboxilico de cadeia ramificada
eficaz no tratamento de ataques apopléticos primarios generalizados, em especial os de tipo
auséncia. Pinder, RM. et al., Drugs (1977) 13:81-123. Recentemente foi verificado que 0
composto VPA é um agente teratogénico € foi sugerido que é potencialmente causador de
defeitos dos tubos neurais em 1% a 2% dos fetos expostos (Robert E. ¢ Rosa F.W., “Maternal
valproic acid and neural tubes defects”, Lancet (1982) 2:937). Além disso, ha também
muitos outros defeitos que sdo induzidos pelo tratamento com acido valproico durante a gravidez

(Bau et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. (1981) 219:768-777). A espina bifida aberta (spina bifida

aperta), que é um defeito de nascenga muito grave, pode agora ser induzida também pelo acido
valpréico num modelo com animais (Ehlers e al., 1992 ab). Tal como sucede com 0s
polipeptidos neurotroficos, também o acido valpréico manifesta uma capacidade de transferéncia
muito limitada para o sistema nervoso central dos seres humanos (Loscher et al., Epilepsia
(1988) 29:311-316). Para o estudo de teratogénese clinica e experimental provocada pelo

acido valproico ver Nau et al., Pharmacol. Toxicol. (1991) 69:310-321; Nau, CIBA Foundation

Symposium 181, pags. 615-664; Marcel Dekker, 1993.

Estudos efectuados in vitro demonstraram que o valproato inibe potencialmente a
velocidade de proliferagdo de células de origem neural em concentragdes ao seu nivel
terapéutico no plasma (Regan, C., Brain Res. (1985) 347:394-398). A acgdo antiproliferativa
do valproato fica restringida 2 um ponto definido na fase G, do ciclo celular. Martin M. e
Regan C., Brain Res. (1991) 554:223-228. Na presenga de valproato, as células assumem um

fenotipo diferenciado, conforme se conclui pela morfologia, pelo aumento da adesdo a0




7K

substrato celular e por uma diminui¢do da afinidade para com as superficies recobertas com

concanavalina A-lectina (Martin et al., Toxic. in Vitro )(1988) 2:43-48; Martin et al., Brain

Res. (1988) 459:131-137; Maguire and Regan, Int. J. Devl. Neurosci. (1991) 9:581-586;

Regan C., Brain Res. (1985) 347:394-398. E provavel que estas acgdes do valproato fiquem
restringidas as células do tubo neural em desenvolvimento, uma vez que se demonstrou, em
modelos experimentais in vivo, que o valproato aumenta a incidéncia de defeitos nos tubos
neurais com sequestro especificamente dentro do neuroepitélio onde gera um desordenamento
celular (Dencker ef al., Teratology 81990) 41:699-706; Ehlers et al., Teratology (1992) 45:145-

-151; Ehlers et al., Teratology (1992) 46:117-130; Kao et al., Teratogen. Mutagen. Carcinogen.

(1981) 1:367-382; Turner et al., Teratology (1990) 41-421-442).
A hipertermia, que induz defeitos nos tubos neurais (Chernoff e Golden, Teratology

(1988) 37:37-42; Edwards, Teratogen. Mutagen. Carcinogen. (1986) 6:563-582; Shioea, Am. J.

Med. Genet. (1982) 12:281-288; Finnell e? al., Teratology (1986) 33:247-252) também paralisa

as células neurais na fase G; do ciclo celular, tanto in vivo como in vitro (Martin et al., Brain

Res. (1991) 554:223-228; Walsh e Morris, Teratology (1989) 40:583-592), e produz efeitos
prodiferenciadores semelhantes aos observados com o valproato (Martin € Regan, Brain Res.
(1988) 459:131-137). Assim, uma acgdo coincidente antiproliferativa e prodiferenciadora
pode identificar agentes capazes de induzirem defeitos nos tubos neurais e pode constituir
também uma base para o desenvolvimento de compostos uteis para o tratamento ou de doengas
neurodegenerativas ou para as evitar.

Os estudos sobre a relagdo entre estrutura e actividade dos compostos teratogénicos
congéneres do valproato sugerem a existéncia de uma necessidade estrutural estrita para a

poténcia teratogénica elevada. Nau, H. et al., Pharmacol. & Toxicol. 81991) 69:310-321. Foi

possivel efectuar estudos das relagGes entre estrutura e actividade gragas a trabathos prévios
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em que se demonstrou que a molécula do farmaco original - pelo menos no caso do acido
valpro6ico - e ndo os seus metabolitos, era responsavel pela acgdo teratogénica (Nau, Fundam.

Appl. Toxicol. (1986) 6:662-668). Confirmou-se que as moléculas que sdo altamente terato-

genicas necessitam de um atomo de hidrogénio o, uma fungdo carboxilo livre e a ramificagio no
atomo de carbono 2 com duas cadeias contendo cada uma delas 3 atomos de carbono para
que haja uma actividade teratogénica maxima. (Nau e Loscher, 1986; Nau e Scott, 1986). As
substincias que ndo satisfagam estas exigéncias estruturais estritas possuem uma actividade
teratogénica muito fraca ou desprezavel, mas continuam a revelar uma boa actividade
anticonvulsiva em diversos modelos experimentais. Por tal motivo estes compostos podem
ser agentes antiepilépticos valiosos (Nau ef al., Neurology (1984) 34:400-402; Loscher e

Nau, Neuropharmacol. (1985) 24:427-435; Wegner ¢ Nau, Neurology (1992) 42 (sup. 5):17-24;

Elmazar et al., J. Pharm. Sci. (1993) 82:1255-1258. Demonstrou-se também que a actividade
teratogénica esta associada a preferéncias estereoisoméricas, sugerindo tal facto uma interacgao
estereosselectiva entre os farmacos e uma estrutura especifica dentro do embrizo.

No caso do composto 4-eno-VPA (acido 2-n-propil-4-pentendico) (Hauck e Nau,
Toxicol. Lett. (1989) 49:41-48) e do composto 4-ino-VPA (cido 2-n-propil-4-pentindico)
(Hauck e Nau, Pharm. Res. (1992) 9:850-855), comprovou-se que os enantiomeros S eram
agentes teratogénicos mais poderosos do que os correspondentes enantiémeros R. Esta terato-
genicidade estereosselectiva deve-se a diferentes poténcias teratogénicas intrinsecas dos
enantiomeros ¢ ndo a diferencas da sua farmacocinética, na medida em que ambos os enan-
tiomeros de um determinado par chegam ao tecido destinatirio com a mesma intensidade,
mas um deles foi mais potente do que o outro (Hauck e al., Toxicol. Lett. (1992) 60:145-
153). Ha outros exemplos que permitiram fundamentar a estereosselectividade pronunciada

do efeito teratogénico, mas ndo dos efeitos anticonvulsivos e sedativos (Hauck et al., Life




A

Sci. (1990) 46:513-518; Nau et al., Pharmacol. & Toxicol. (1991) 69:310-321). As cadeias

de carbono ligadas ao atomo de carbono 2 do valproato que eram inferiores ou superiores a 3
atomos de carbono reduziram a actividade teratogénica. Nau er al, Id.. Foi ja aventada a
hipétese de a actividade antimitotica do valproato estar associada ao seu potencial teratogénico €

ndo a uma qualidade terapéutica potencial, uma vez que o analogo de valpromida ndo terato-

génico ndo ¢ antiproliferativo. (Regan et al., Toxic. in vitro (1991) 5:77-82). Até a0 momento
presente foram sintetizados analogos teratogénicos de valproato, com o intuito de se produzir
agentes antiepilépticos mais desejaveis que tenham menos ou mesmo nenhuns efeitos
secundarios e nunca foi afirmado que fossem uteis por si proprios para outros fins terapéuticos.

O pedido de patente de invengdo alemd DE-A-42 31 085 diz respeito ao desenvol-
vimento de compostos que possuem uma fraca actividade teratogénica e que podem ser uteis
como farmacos anticonvulsivos seguros, tal como o valproato. Neste pedido de patente de
invengdo nada s/e diz sobre a eventualidade de algum dos compostos possuir qualquer
actividade neurotrofica ou antimitética ou que possa eventualmente ser util para o tratamento
de doengas neurodegenerativas. Além disso, os atributos que favorecem a actividade neuro-
trofica e antimitotica sdo aqueles que € necessario evitar para se reduzir a teratogenicidade.
Os compostos neurotroficos da presente invengdo sio inovadores, comparativamente com 0s
compostos anticonvulsivos da técnica anterior citados no pedido de patente de mvengdo
alemd DE-A-42 31 085. Os preceitos exarados no pedido de patente de invengdo alemd
conduzem-nos para longe de qualquer desenvolvimento de tais compostos teratogénicos.
Tais peculiaridades teratogénicas tém de ser evitadas para se desenvolver os compostos
anticonvulsivos mais seguros revelados no documento DE-A-42 31 085.

O presente pedido de patente de invengdo também refere que o enantiémero S dos

compostos de formula estrutural (1) é preferivel e que as cadeias mais compridas favorecem a
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actividade teratogénica. Posto isto, com base nestas particularidades descritas, qualquer

especialista na matéria pode antever que os compostos contidos no ambito da invengdo possam

ter graus diferentes de actividade, dependendo isso da combinagdo dos factores que favorecem a

actividade neurotrofica.

Apesar de esforgos denodados para a identificagdo de compostos tteis para o tratamento

de doengas neurodegenerativas e proliferativas, continua a ser altamente necessario que haja

compostos uteis, com maior eficacia e poténcia.

DESCRICAQO ABREVIADA DA INVENCAQ

A presente invengdo proporciona compostos € métodos para a preparagdo de compostos
uteis para favorecer a actividade neuronal e para inibir a mitose celular.

Em especial, a presente invengdo proporciona o composto acido 2-n-pentil-4-
-pentindico e os seus enantidomeros, em particular o enantiomero S e 0s seus sais aceitiveis
sob o ponto de vista farmac€utico.

Os compostos da presente inveng@o sdo enantiomeros S que satisfazem a formula

estrutural (1)

COOM
R.\/L O

em que
o simbolo R' representa -C=CH,
o simbolo R? representa um grupo alquilo(C,-C3;) saturado ou insaturado, ramificado
ou ndo ramificado, o qual ¢ facultativamente substituido com um grupo ciclo-
-hidrocarbonado ou heterociclico (C;-Cs), alifatico ou aromatico, que compreenda

3 a9 atomos; €
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seus sais farmaceuticamente aceitaveis; desde que a formula estrutural (I) ndo

o simbolo M representa um atomo de hidrogénio ou um atomo de um metal; e

represente o acido 2-n-propil-4-pentindico (4-ino-VPA) ou o acido 2-n-propil-4-
-pentendico (4-eno-VPA) ho caso de o simbolo R' representar -CH,-CHj3 e o subs-
tituinte R? possuir 5 a 30 atomos de carbono.

De acordo com uma variante preferencial, o simbolo R? representa CH,);.5-CH;.
De acordo com outra variante preferencial da invengdo o simbolo R* representa

um grupo ~(CHy)4.s-CHs.

A presente invengdo também proporciona um método para a preparagdo de compostos

da invengdo que satisfagam a formula estrutural (1)

COOM

e A O
R,

em que
o simbolo R' representa -C=CH,
o simbolo R? representa um grupo alquilo Cs saturado e ndo ramificado e
o simbolo M representa um atomo de hidrogénio ou um 4tomo de um metal, o qual
consiste em combinar um diéster de acido malonico com um primeiro halogeneto de
féormula geral (VII)

R*-X (VID)

em que o simbolo R? possui as significagdes definidas antes, para formar um diéster
do acido 2-pentil-maldnico, € em combinar depois o diéster do acido 2-pentil-
-malonico com um segundo halogeneto de formula geral (VIII)

R'-CH-X (VII)




W24

em que o simbolo R' possui as significagdes definidas antes, ou entio combinando o
diéster do acido maldnico com o segundo halogeneto de férmula geral (VIII) para
formar um diéster do acido 2-pentil-malénico e combinando o primeiro halogeneto

de férmula geral (VII) para formar um composto de férmula estrutural (IX):

R, COORs
R, 1)
COORs

em que o simbolo R’ representa um grupo alquilo; e em efectuar a hidrolise e a
descarboxilagdo do composto de formula estrutural (IX) para formar um composto de
férmula estrutural (I); e converter facultativamente o composto de formula estrutural

(I) num sal.

Os compostos da presente invengdo, que sdo neurotroficos, podem ser utilizados para
favorecer a sobrevivéncia e a actividade de neurénios que de outro modo teriam uma
actividade diminuida, poderiam degenerar ou mesmo morrer. Em consequéncia, para além de
serem utilizados para tratar pacientes aos quais foi diagnosticada uma doenga neurodegenerativa,
os compostos da presente invengdo também podem ser utilizados profilacticamente para
evitar ou retardar o inicio do desenvolvimento das doengas neurodegenerativas em pacientes
identificados como estando em risco de desenvolverem tais doengas.

Os compostos da presente invengdo, uteis para o tratamento de doengas neurodege-
nerativas, também podem ser utilizados para tratar doengas proliferativas. A actividade
antiproliferativa dos compostos pode ser utilizada para evitar ou retardar a formagao de uma
grande variedade de tumores, administrando-se os compostos a um paciente que necessite de
tratamento. Este tratamento ¢ especialmente util para tumores de origem neuronal ou glial,

visto que estes compostos penetram no SNC.
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Constitul outro objecto da presente invengdo proporcionar compostos neurotroficos
uteis para aumentar a sobrevivéncia dos neuronios e das células gliais.

Constitui ainda outro objecto da presente invengdo proporcionar compostos tteis para
favorecer a expressdo de caracteristicas associadas ao funcionamento das células neuronais
ou gliais maduras.

Ao favorecer a sobrevivéncia e a actividade das células neuronais ou gliais, constitui
um objecto da presente invengdo proporcionar compostos uteis para a prevengdo e/ou para o
tratamento de diversas doengas neurodegenerativas.

Constitui outro objecto da presente invengdo proporcionar compostos uteis para inibir

a proliferag@o patologica de células neuronais, gliais ou células congéneres.

DESCRICAO ABREVIADA DAS FIGURAS

Figura 1: relagdo de tipo dose-resposta do efeito antiproliferativo do acido 2-n-butil-4-
-pentindico e do acido 2-n-pentil-4-pentinéico. Criou-se em cultura células do neuroblastoma
neuro-2a em baldes de 25 cm” durante 48 horas na presenga do meio testado. Ao fim de 48
horas efectuou-se uma observagdo das células que foram fotografadas e colhidas com
tripsina para contagem utilizando um hemocitémetro. O nimero de células esta expresso em
termos de valor percentual médio * d.p. (n = 3) relativamente aos valores de contraprova.

Figura 2: mdugdo do desenvolvimento de neuritos de células do neuroblastoma
neuro-2a. Criou-se em cultura células de neuroblastoma na presenga de acido 2-n-butil-4-
-pentindico (1,0 mM, 2 mM) e de acido 2-n-pentil-4-pentindico (0,3 mM, 0,5 mM).
Adicionou-se as células o meio de teste ao fim de 24 horas em cultura e manteve-se como
melo de teste durante 48 horas, apds o que foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% e tampao

de fosfato de sodio 0,5 M de um dia para o outro a 4°C. Depois efectuou-se a pos-fixagdo
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das células com tetroxido de 6smio e fez-se a sua preparagdo para microscopia de varnmento,
conforme descrito. As células estabilizadas e contrastadas foram observadas num microscopio
de varrimento electronico a trabalhar com uma tensio de aceleragdo de 15 kV.

Figura 3: imunofluorescéncia da Molécula de Adesdo as Células Neurais (MACN, em
inglés NCAM) em células do neuroblastoma neuro-2a. Painel A. As células que cresceram na
presenga de 4cido 2-n-pentil-pentindico (1,0 mM) revelaram um aumento da imunofluorescéncia
dirigida contra a MACN, comparativamente com as células de contraprova. Painel B. Foram
criadas em cultura células de neuroblastoma durante 48 horas na presenga de concentragdes
cada vez maiores de acido 2-n-butil-4-pentindico e do acido 2-n-pentil-4-pentindico. As
células foram depois fixadas e preparadas para contrastagdo com anticorpo anti-MACN de
coelho. Com as células foi incubado um segundo anticorpo anti-MACN' de coelho conjugado
com rodamina, para se detectar o anticorpo ligado anti-MACN. As células foram observadas
com um microscopio de fluorescéncia a trabalhar com um comprimento de onda de excitagdo
de 535 nm. Exprime-se a imunofluorescéncia pelo valor médio + d.p..

Figura 4: inversdo da amnésia induzida pela escopolamina de forma dependente da
dose de acido 2-n-pentil-4-pentindico. Administrou-se o acido 2-n-pentil-4-pentindico € a esco-
polamina nos instantes correspondentes a 3 horas e 6 horas pos-adestramento, respectivamente,
conforme indicado. Os animais foram sujeitos a um teste de repeti¢do ao fim de 24 horas e
aplicou-se como critério um periodo de 300 segundos. Os resultados estdo expressos em
termos de valores médios e acumulagdes interquartis.

Figura 5: atenuagdo do declinio dependente da idade no que diz respeito a frequéncia
de neurdnios polissialilados da molécula de adesdo das células neurais no giro dentado do
hipocampo e no cértex rinal por acgdo do acido 2-n-pentil-4-pentindico. Administrou-se o

acido 2-n-pentil-4-pentindico cronicamente durante 40 dias nas doses indicadas. Os animais de
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contraprova receberam acido 2-(2-metilpropil)-4-pentindico. A administragdo cronica destes
compostos ndo teve nenhum efeito sobre o ganho de peso dos animais. Os resultados estdo
expressos em termos de valores médios + d.p. (n = 6).

Figura 6: distribui¢do de acido 2-n-pentil-4-pentindico em regides individualizadas do
cérebro e nos rins ¢ no figado. Administrou-se o acido 2-n-pentil-4-pentindico por via
intravenosa (84 mg/kg) uma vez por dia durante 10 dias. Os animais foram sacrificados 30
minutos a seguir a ultima administragdo de farmaco. Determinou-se as concentragdes de
acido 2-n-pentil-4-pentindico nos tecidos por espectometria de massa com monitorizagio

i6nica selectiva cromatografica em fase gasosa. Os resultados traduzem uma experiéncia com

um unico animal.

DESCRICAO MINUCIOSA DA INVENCAO

A presente invengdo diz respeito a dertvados do acido valprdico e aos métodos para a
sua preparagdo. A actividade antimitotica dos compostos da invengdo ¢ util para suster células
numa fase especifica do ciclo celular e para evitar e tratar doengas neoplasicas. Os objectivos
da presente invengéo s3o atingidos ao proporcionar analogos teratogénicos potentes do acido
valpréico que penetram no SNC, enquanto agentes neurotréficos/neuroprotectores capazes
de tratar e retardar o inicio das doengas neurodegenerativas. Os compostos da presente invengdo
também sdo uteis para regular a velocidade proliferativa das células e o potencial metastatico
das células neoplasicas ou potencialmente neoplasicas.

Em consequéncia, os compostos da presente invengdo sdo enantiomeros S que

satisfazem a formula estrutural (1)

COOM
Rl\)\ ®
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em que

o simbolo R' representa -C=CH,

o simbolo R® representa um grupo alquilo(C,-Cs) saturado ou insaturado que possua
pelo menos uma ligagdo dupla ou tripla, ramificado ou nio ramificado, o qual é facultativamente
substituido com um grupo ciclo-hidrocarbonado ou heterociclico (C3-Cs), alifatico ou aromatico,
que compreenda 3 a 9 atomos; desde que no caso de o simbolo R! representar -CH,-CH3, entdo
o substituinte R* possua 5 a 30 atomos de carbono e a formula estrutural (I) ndo represente o
acido 2-n-propil-4-pentinéico (4-ino-VPA) ou o acido 2-n-propil-4-pentendico (4-eno-VPA),
e 0s seus sais farmaceuticamente aceitaveis.

O simbolo M representa um atomo de hidrogénio ou um atomo de um metal.

De preferéncia o simbolo R' representa -CECH e 0 simbolo R” representa um grupo
alquilo(C5-C)o) saturado e ndo ramificado. Mais preferencialmente, o simbolo R? representa
um grupo alquilo(C4-Cg) saturado e ndo ramificado. Como exemplos de substituintes R
preferidos refere-se os grupos -(CH,),.o-CH; e mais preferencialmente grupos -(CH,);6-CHs,
sendo mais preferenciais os grupos {CH,)4s-CH;. Os compostos mais preferidos sdo o acido 2-
n-butil-pentindico R! = -C=H; R? = {CH,);-CHs), 0 4cido 2-n-pentil-pentinéico ®R' = -C=H;
R? = {CH,):-CH;) € 0 4cido 2-n-hexil-pentindico (R' = -C=H; R? = {CH,)s-CHs). Além disso,
tanto 0os seus enantidmeros como as suas misturas racémicas sdo considerados como perten-
centes ao ambito da presente invengdo, sendo preferida a forma enantiomérica S. Como
atomos de metais preferidos refere-se 0 atomo de sodio ou de outros metais alcalinos e bem
assim de metais alcalino-terrosos tais como, por exemplo, o calcio ou 0 magnésio.

As poténcias teratogénica, antiproliferativa e prodiferenciadora dos compostos preferidos

sdo muito mais elevadas do que as do farmaco antiepiléptico considerado, o acido valproéico.
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Uma maior ramificagdo dos substituintes R' ou R? reduz a poténcia dos compostos

correspondentes. Isto é demonstrado pela fraca poténcia teratogénica, antiproliferativa e pro-

diferenciadora do composto a seguir apresentado.

COCOH ()
NS
\\)\/l\ _
A insaturagdo entre o atomo de carbono 2 e o atomo de carbono 3 (IV) ¢ ainda a
metilagdio do atomo de carbono 5 (V, VI) também reduzem, mas ndo eliminam, as actividades
celulares neurotrofica e antiproliferativa referidas supra

COOH

av
P .

acido 2-n-propil-2-pentenoico

COOH

V)
=

acido 2-n-propil-4-hexenoico

COOH
\/k/\ (VD

acido 2-n-propil-4-hexindico

Em conformidade com as nossa hipoteses fundamentais, os compostos de formula

estrutural IV (Nau ef al., Neurology (1984) 34:400-402; Nau e Loscher, Fundam. Appl. Toxicol.

(1986) 6:669-676M Nau e Scott, Nature (1986) 323:276-278; Vorhees et al., Teratology

(1991) 43:583-590; Ehlers et al., Devel. Pharmacol. Ther. (1992) 19:196-204) e de férmula
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estrutural VI (Nau e al., Pharmacol. & Toxicol. (1991) 69:310-321; Elmazar et al., J. Pharm.

Sci. (1993) 82:1255-1258) possuem actividades teratogénicas muito fracas ou mesmo
indetectaveis, mas demonstraram possuir boas propriedades anticonvulsivas em modelos
experimentais.

Os compostos e as composigdes da invengdo constituem analogos teratogénicos do
valproato mais potentes e exibem melhores actividades antiproliferativa e neurotrofica/
/neuroprotectora, comparativamente com o composto original. Em contraste com 0s analogos
saturados de valproato (em que ambas as cadeias devem conter 3 atomos de carbono cada
uma para se conseguir uma actividade maxima), uma ligagdo dupla ou tripla na posi¢do o de
uma das cadeias ¢ responsavel por actividades mais elevadas quando a outra cadeia contém
entre 4 ¢ 10 a;ltomos de carbono. Como exemplos dos compostos teratogénicos mais potentes
ja sintetizados, congéneres do valproato, refere-se os seleccionados entre acido 2-n-propil-4-
-pentindico, acido 2-n-butil-4-pentindico, acido 2-n-pentil-4-pentindico, acido 2-n-hexil-4-
-pentindico, 4cido 2-n-hepta-4-pentindico € acido 2-n-octa-4-pentin6ico. S&o mais preferiveis os
acidos 2-n-butil-4-pentindico, 2-n-pentil-4-pentindico, 2-n-hexil-4-pentindico, 2-n-hepta-4-
-pentindico e 2-n-octa-4-pentindico. Os mais preferenciais entre todos sdo o acido 2-n-pentil-
-4-pentinico e o acido 2-n-hexil-4-pentinoico.

Os compostos preferidos utilizaveis na presente invengdo possuem um atomo de
carbono o quiral. Como resultado da quiralidade, a eficacia e a poténcia das diversas formas
enantioméricas podem ser diferentes. Por exemplo, o acido S-2-n-propil-4-pentindico possui
um potencial teratogénico significativamente superior ao da forma enantiomérica R. Hauck e
Nau, Pharm. Res. (1992) 9:850-855; Hauck et al., Toxicol. Lett. (1992) 60:145-153. Ver

Nau et al. em Pharmacol. Toxicology (1991) 69:310-321, obra esta que aqui se considera

|
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incorporada por referéncia. Embora nio haja uma regra geral para os compostos anteriormente
identificados, a forma enantiomérica S € preferencial.

Os compostos da presente invengio sdo preparados fazendo reagir um éster dietilico
de acido malonico, adequadamente substituido, com um agente de alquilagdo insaturado

adequado, tal como um halogeneto de alquilo de cadeia linear. O produto ¢ entdo hidrolisado

e descarboxilado.

Esta reacgdo também pode ser efectuada de um modo reciproco, em que se faz reagir
um éster dietilico de acido malonico, substituido com uma fung¢do insaturada, com um
halogeneto de alquilo adequado. A esta reacgdo também se seguem as operagdes de hidrolise
e descarboxilagio.

Os novos compostos da presente mQéncﬁo podem ser produzidos em conformidade
com o método da presente iﬁveng:ﬁo. De acordo com uma variante, 0 método para sintetizar os
compostos consiste em combinar um diéster do acido malonico com um primeiro halogeneto
de formula geral

R>-X (VII)

em que o simbolo R? representa um grupo alquilo em Cs, saturado e nio ramificado, e
o simbolo X representa um halogeneto. Esta primeira reacgdo proporciona um diéster do
acido 2-pentil-maldnico.

Depois combina-se o diéster do acido 2-pentil-malénico com um segundo halogeneto
de formula geral

R'-CH,-X (VII)
em que o simbolo R' representa um grupo -C=CH, para se obter compostos de

férmula estrutural (IX)
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R,  COORs

R, ax)
COORs

em que o simbolo R’ representa um grupo alquilo.
Os diésteres resultantes sdo entdo hidrolisados, descarboxilados e facultativamente
convertidos num sal.

De acordo com uma variante alternativa, inverte-se a ordem segundo a qual se efectua

a reacgdo, de tal modo que se combina o composto de formula geral R'-CH,-X com o diéster
do acido mal6nico, seguindo-se a reacgdo com o composto R>-X.

De acordo com um método preferivel para a preparagdo dos compostos da presente
invengdo, efectua-se o tratamento do éster dietilico do acido malénico com uma base, por
exemplo, etilato de sodio, para desprotonar o atomo de carbono 2. O subsequente tratamento
do éster desprotonado resultante com um agente de alquilagdo sob a forma de um halogeneto

de pentilo proporciona um éster dietilico do acido 2-n-pentil-maldnico.
COORg

R, )
COORs

Este produto ¢ depois submetido a uma alquilagio com etilato de sddio e com um

halogeneto de 2-propino para se obter um composto de formula estrutural X1

\\ 2 COOR®
XI)
COOR’

ou entdo com um halogeneto de 2-propeno para se obter um composto de formula

estrutural XII
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R} COOFR’

X1I)
/\><COOR5

ou entio com um halogeneto de 2-propilo para se obter um composto de formula

estrutural XIII
R? COOR’
A~X e
COOR’

Os diésteres de formulas estruturais (XI), (XII) e (XII) sdo hidrolisados e descarbo-
xilados com hidroxido de potassio em etanol/agua com tratamento térmico.

Para além dos compostos referidos antes, a proposito da formula estrutural I, ha outros
compostos que sdo uteis para favorecer a actividade neuronal e a inibi¢do da mitose celular,
os quais se encontram descritos por Nau ef al. no pedido de patente de invengdo da PCT com
0 n° PCT/DE93/00861 publicado como W(094/06743, e que aqui se considera incorporado
por referéncia.

Os compostos preferidos, Uteis para favorecer a actividade neuronal, compreendem,

por exemplo, a forma S do 4cido 2-n-propil-4-pentindico (R® = -CH,-C=CH; R* = {CH,),-CHz);

o acido valproéico R = R* = -(CH,),-CH;); o 4cido 2-propil-hexanoico (R® = -(CH,);-CHs;
R* = (CH,),-CHj) € 0 4cido 2-n-butil-hexandico (R’ = R* = {(CH,);-CHs).

O favorecimento da actividade neuronal é particularmente util para prevenir e tratar
doengas neurodegenerativas. Por doengas neurodegenerativas entende-se todas as doengas que
resultem numa degeneragio neuronal que reaja pelo menos a um dos analogos do valproato
ou ao proprio valproato.

A actividade neurotrofica associada ao valproato e aos seus analogos pode ser

determinada com base em indices de diferenciagio in vitro, incluindo a inibigdo da mitose, o
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aumento do desenvolvimento dos neuritos e a expressdo das MACN. Por exemplo, a capacidade
para favorecer o desenvolvimento dos neuritos estd correlacionada com a maior sobrevivéncia
de determinadas células neurais criadas em cultura, incluindo os neurdnios sensoriais € do
sistema simpatico do embrido. Os neuroblastos imaturos proliferativos t€m, in vitro, uma
forma arredondada e aderem esparsamente as superficies da cultura. Na presenga de um
factor neurotrofico, estas células passam a ficar mais aderentes e fazem aparecer formagdes

conhecidas na especialidade pela designagdo de neuritos. Assim sendo, o desenvolvimento de

neuritos in vitro pode ser utilizado como um ensaio para a determinag¢do das concentragdes
do composto em contacto com as células destinatarias para as quais se pretendia obter efeitos
neuroprotectores desejaveis.

Os métodos de avaliagdo do desenvolvimento de neuritos in vitro sio bem conhecidos
na especialidade e podem ser avaliados, por exemplo, por inspecgdo visual microscopica
directa ou mediante a utilizagio de um processo de formagdo de imagens auxiliado por
computador.

Outra caracteristica dos factores neurotroficos, que pode ser utilizada para avaliar a
acgdo neuroprotectora dos composto e composigdes da presente invengio, € a sua capacidade
para favorecerem a sobrevivéncia de determinados tipos especificos de células. Por
exemplo, o FCN é necessério in vitro para a sobrevivéncia de determinados tipos especificos
de células que morrem na auséncia do FCN. Essas células dependentes do FCN incluem os
neurdnios dos ganglios dorsais do rato embrionario no periodo que medeia entre os dias E5 e
ES8.

A microscopia de varrimento electronico ilustra a capacidade das células para aumen-
tarem a aderéncia ao substrato celular. As células eliminam o crescimento arredondado €

aglomerado, tipico das células tumorais, ¢ induzem um aplanamento € uma maior interacgao
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com o substrato (figura 2). Geralmente admite-se que estes neuritos, in vivo, se diferenciam
ainda mais em axonios e dendritos e que formam sinapses com outros neurénios. Durante as
doengas associadas a neurodegeneragdo, pode haver eventualmente uma perda de sinapses €
a degeneragio de axonios e dendritos, dai resultando uma insuficiéncia da actividade neuronal.

Um outro indice de diferenciagdo, resultante da actividade neurotréfica dos analogos
de valproato, ¢ um aumento da expressdo da MACN. Além disso, o aumento da prevaléncia
da MACN reforga o desenvolvimento de neuritos. Doherty ef al., Nature 81990) 343:464-
-466. Foi ja assinalado que a MACN desempenha um papel fundamental na formagdo da
memoria, uma vez que a infusdo intraventricular de uma substincia anti-MACN durante a
consolidagio de um evento de aprendizagem recente induz uma amnésia. Doyle et al., 1.
Neurochem. (1992) 59:1570-1573, obra que aqui se considera incorporada por referéncia.
Foi assinalada uma endocitose rapida do homologo de MACN ‘Aplysia’ a seguir a uma
modificagdo da estrutura das sinapses induzida pela serotonina in vitro. Bailey et al., Science
(1992) 256:645-649.

Durante o desenvolvimento de regides individualizadas do cérebro, ou em adultos
que revelem uma neurogénese progressiva, a MACN aumenta momentaneamente 0 seu

estado de sialilagdo. Para um estudo leia-se a obra de Regan ‘Int. J. Biochem. (1991) 23:

513-523, que aqui se considera incorporada por referéncia, ¢ a obra de Rougon (1993) “Eur.
J. Cell Biol.” 61:197-207. A isoforma de MACN especifica das sinapses (MACN 180, em
inglés NCAM 180), que esta associada a neurdnios diferenciados, faz aumentar o seu estado
de sialilagdo durante as ultimas fases do desenvolvimento, até ficar completo o periodo de
sinaptogénese. Breen et al., J. Neurochem. (1988) 50:712-716. Ha uma sialilagdo da MACN

180, especifica de uma isoforma semelhante, que ocorre durante a consolida¢do de uma

resposta de coibigdo passiva. Doyle et al., J. Neurosci. Res. (1992) 31:513-523.
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Observamos a capacidade destes compostos € destas composigdes para exercerem in
vivo uma acgio neurotrofica em estudos de fases agudas e cronicas em que foram utilizados
ratos (machos) adultos da estirpe Wistar. Os estudos das fases agudas determinaram a sua
capacidade para inverterem o efeito amnésico de uma lesdo com escopolamina 6 horas apos
o0 adestramento no modelo experimental de coibigdo passiva, do mesmo tipo utilizado para

outros agentes neuroprotectores (Doyle et al., J. Neurochem. 1993 61:266-272; Doyle e

Regan, J,. Neural Transm. 1993 92:33-49).

Assim sendo, os métodos para o tratamento e para a prevengdo de doengas neurode-
generativas assentam na capacidade do valproato e dos seus analogos possuirem actividade
neurotrofica, por exemplo, poderem favorecer o desenvolvimento de neuritos € a sobrevivéncia
das células neuronais e a expressdo da MACN

Considera-se também que os métodos de tratamento podem proporcionar beneficios a
pessoas com neurodegeneragdo a partir de doengas entre as quais estdo incluidas, sem que
isso constitua qualquer limitagdo, a ELA, a doenga de Alzheimer, a doenga de PArkinson, a
doenga de Huntington, a neuropatia diabética e os ataques sibitos. Além disso, a actividade
dos compostos e composigdes aqui descritos, favorecedora dos neuritos, também poderia
proporcionar beneficios a individuos com lesdes nervosas traumaticas.

A prevengdo da mitose por esta forma ¢ util para aumentar a expressdo de proteinas
especificas associadas ao fendtipo diferenciado. Esta expressdo reforgada facilita a purificagéo
de tais proteinas. Além disso, a interrupgdo ou o retardamento da mitose € util para o tratamento
de doengas proliferativas, mediante a administragdo, aos individuos que necessitem de
tratamento, de valproato e/ou outro dos seus analogos antimitoticos.

Observamos sensibilidade ao valproato ou aos seus analogos antimitoticos em todas

as células testadas. Esses tipos de células compreendem: astrocitos primarios, astrocitomas
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humanos e as dos sistemas cardiaco, renal e imunitario. Em consequéncia, a acgdo anti-
proliferativa do valproato e dos seus outros analogos aqui descritos deve ter uma ampla
aplicabilidade para um grande conjunto de tumores resultantes de diversos tipos de células e
em particular nos casos mencionados anteriormente.

As quantidades eficazes de valproato e de seus analogos activos, eficazes sob o ponto de
vista neurotrofico e/ou antimitotico, podem ser determinadas recorrendo a curvas convencionais
de tipo dose-resposta. Assim sendo, é possivel criar em cultura in vitro células representativas na
presenga de concentragdes variaveis do composto testado. No momento conveniente, as
células em condi¢des diferentes sio examinadas para se pesquisar o parametro adequado
(por exemplo, o numero de células para a actividade antimitética ou o desenvolvimento de
neuritos para a actividade neurotrofica) e é possivel determinar o valor DEs. '

Os compostos preferidos da presente invengdo exercem uma acgdo antiproliferativa
muito poderosa com valores DEs, bastante inferiores (< 0,5 mM) aos observados com o
valproato (figura 1). Assim, ¢ de admitir que os compostos actuem com concentragdes que
ndo irdo ter os efeitos secundarios sedativos ¢ hepatotoxicos do valproato. Os compostos
preferidos também exercem a acgdo prodiferenciadora observada com o valproato. Na

linhagem de células do neuroblastoma neuro-2a induzem uma nitida resposta neuritogénica

que esta correlacionada com o seu potencial antiproliferativo (figura 2).

Além disso, os mais potentes destes compostos aumentam a prevaléncia da molécula
de adesdo das células neurais (MACN) (figura 3). Este sistema de reconhecimento celular
regula a plasticidade neural durante o desenvolvimento e posteriormente durante a armazenagem
de informagdo no animal adulto, mediante a alteragdo da sua prevaléncia e do seu estado de

glicosilagdo (Doyle et al., J. Neurosci. Res. (1992) 31:513-523). Admite-se que os farmacos

que invertem a amnésia induzida pela escopolamina, tais como 0s compostos congéneres do
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piracetam, actuam através de um mecanismo neuroprotector que esta associado a um
aumento ndo especifico da prevaléncia e/ou da glicosilagdo da MACN (Doyle et al., J.
Neurosci. Res. (1993) 61:266-272). Em consequéncia, antevé-se que 0s agentes que possam
induzir a expressio da MACN possuam potencial neuroprotector.

Os compostos da invengdo sdo uteis para o tratamento de doengas neurodegenerativas
ou proliferativas, sendo seleccionados entre os compostos da formula estrutural I descrita
antes. Para além dos compostos de formula estrutural I, a composigio farmacéutica utilizada
também pode conter substincias adjuvantes € veiculos. As composi¢des podem assumir a
forma de comprinﬁdos, capsulas, pos, granulos, pastilhas, supositorios, pos reconstituivels ou
podem ser apresentadas como preparagdes liquidas, tais como as solugdes ou suspensdes

estéreis para administragdo oral ou parentérica.

Para que a administragdo seja realizada de uma forma consistente, ¢ preferivel que a
composi¢do da invengdo se encontre sob a forma de uma dose unitaria.

As formas de apresentagdo de doses unitarias para a administragdo oral podem ser os
comprimidos e as capsulas e podem conter excipientes convencionais, tais como 0s agentes
aglutinantes, por exemplo, xaropes, goma de acicia, gelatina, sorbitol, alcatira ou polivinil-
-pirrolidona; cargas, por exemplo, lactose, agucar, amido de mitho, fosfato de calcio, sorbitol
ou glicina; agentes desintegradores, por exemplo, amido, polivinil-pirrolidona, glicolato do
amido de sodio ou celulose microcristalina; ou agentes humectantes farmaceuticamente
aceitaveis, tais como o lauril-sulfato de sodio.

As composigdes no estado solido para administragdo oral podem ser preparadas por
métodos convencionais de mistura, enchimento, produgdo de comprimidos € outros que tais.
E possivel repetir as operagdes de mistura para se distribuir o agente activo homogeneameﬁte

nessas composigdes utilizando grandes quantidades de cargas. Estas operagdes sdo perfeitamente
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conhecidas na especialidade. Os comprimidos podem ser recobertos de acordo com métodos
bem conhecidos na pratica farmacéutica normal, em particular com um revestimento entérico.

As preparagdes liquidas para administrago oral podem ser apresentadas, por exemplo,
sob a forma de emulsdes, xaropes ou elixires, ou podem ser apresentadas sob a forma de um
produto seco para reconstituigdo com agua ou com outro veiculo adequado, antes da sua
utilizagdo. Tais preparagdes liquidas podem conter aditivos convencionais, tais como agentes
de suspensdo, por exemplo, xarope de sorbitol, metil-celulose, gelatina, hidroxietil-celulose,
carboximetil-celulose, gel de estearato de aluminio, gorduras ediveis hidrogenadas; agentes
emulsionantes, por exemplo, lecitina, monooleato de sorbitano ou goma de acacia; veiculos
de tipo ndo aquoso (os quais podem ser oleos ediveis), por exemplo, 6leo de améndoas, oleo
de coco fraccionado, ésteres oleosos, tais como os ésteres de glicéﬁna, propileno-glicol ou
alcool etilico; agentes conservantes, por exemplo, p-hidroxibenzoato de metilo ou de propilo
ou 4cido sorbico; e eventualmente, se desejado, agentes convencionais aromatizantes ou
corantes.

Para a administragdo parentérica efectua-se a preparagdo das formas de dosagem

unitaria fluidas, utilizando o composto e um veiculo estéril, podendo o composto, consoante
a concentragio utilizada, ficar em suspensdo ou ser dissolvido no veiculo. Para a preparagdo
de solugdes ¢ possivel dissolver o composto em agua para injecgdo € efectua-se uma filtragao
esterilizada antes de se realizar o enchimento e a vedagdo estanque de frascos ou ampolas
convenientes. De forma vantajosa, € possivel dissolver no veiculo adjuvantes, tais como um
agente anestésico local, um agente conservante e agentes de tamponamento. Para aumentar a
estabilidade ¢ possivel congelar a composigdo depois do enchimento dos frascos, sendo entdo a
agua removida in vacuo. As suspensdes para administragdo parentérica sdo preparadas de

um modo praticamente idéntico, com a excep¢do de se colocar 0 composto em suspensio no
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veiculo, em vez de o dissolver no veiculo, e neste caso a esterilizagdo ndo pode ser obtida por
filtragio. O composto pode ser esterilizado por exposigdo ao 6xido de etileno, antes de ser
colocado em suspensdo num veiculo estéril. De forma vantajosa, incorpora-se na composigao
um agente tensioactivo ou um agente humectante para facilitar a distribuigdo uniforme do composto.

A dose do composto utilizado para o tratamento das doengas referidas ira variar,
como ¢ habitual, em fungdo da gravidade das doengas em causa, do peso do paciente ¢ da
eficacia relativa do composto.

As acgdes antiproliferativas e neuroprotectoras devem ser suficientes para se conseguir a
inibigio desejada da mitose ou a neuroprotecgdo, sem que haja efeitos secundarios hepatotoxicos
graves. As concentragdes plasmicas que irdo ser alcangadas devem ser suficientes para se
conseguir as concentragoes terapeuticamente eficazes do composto em contacto com as
células destinatarias. E possivel recorrer a técnicas clinicas convencionais para se determinar
a quantidade eficaz de composto que ird ser administrado para se conseguir o efeito terapéutico
desejado. As curvas de tipo dose-resposta podem ser determinadas em primeiro lugar in vitro
num modelo animal relevante, para assim se definir os intervalos previsiveis de concentragdes
terapéuticas para os seres humanos. Por exemplo, a mitose das células do neuroblastoma
neuro-2a dos murganhos ¢é inibida pelo valproato para um valor DEs compreendido entre
1,0 mM e 1,3 mM. Para a avaliagio da actividade também € possivel utilizar outras linhagens

celulares, incluindo as de origem humana.

Exemplo 1

Num baldo através do qual se fez passar argon anidro foram colocados 0,1 mol de

éster dietilico do 4cido n-butil-malénico e 0,1 mol de 3-bromo-1-propino e depois aqueceu-se

para 60°C. A esta mistura adicionou-se 1,0 mol de etanolato de sddio (preparado a partir de

0,1 mol de sédio e 50 mol de etanol anidro), gota a gota, por forma a manter a mistura em
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ebuligdo. Depois de se completar a adigdo, aqueceu-se a mistura até a analise por CCF
(folhas de silica “alu’, hexano/acetato de etilo a 7,5/1) revelar a auséncia de material de partida
(normalmente 1-2 horas). Evaporou-se o etanol sob pressio reduzida, dissolveu-se em agua
0s sais restantes e extraiu-se 0 produto trés vezes com CH,Cl,. Secou-se a fase organica
sobres sulfato de sodio e depois evaporou-se. Por destilagdo sob pressdo reduzida obteve-se
o éster dietilico do acido mal6nico assimetricamente substituido.
P-€.0.3 mbar = 78°C-82°C.

Aqueceu-se os é€steres malonicos dialquilados numa solugdo constituida por 20,3
(0,35 mol) de hidroxido de potassio, 50 mL de agua e 100 mL de etanol. Depois de se

completar a saponificagdo, evaporou-se o etanol sob pressdo reduzida. Diluiu-se com agua o

residuo restante e lavou-se com éter. Acidificou-se a camada aquosa com HCI concentrado
(pH < 2) e extraiu-se com éter. A secagem sobre sulfato de sodio anidro e a concentragdo
sob pressdo reduzida proporcionaram o acido dialquil-malénico impuro. Efectuou-se a
descarboxilagdo por aquecimento do produto impuro (120°C-180°C). Destilou-se duas vezes
o residuo escuro in vacuo para se obter os produtos desejados.

Rendimento global: 18%

P-€.0.1 mbar = 75°C-78°C.

RMN-'H (CDCL): 0,94 (3H, t, CH;), 1,34 (4H, m, 2 x CH,), 1,72 (2H, m, CH,-CHRCOOH),

2,04 (1H, t, C=C-H), 2,36-2,68 (3H, m, CHRCOOH-CH,-C=C), 11,88 (1H, s, largo, COOH).

Exemplo 2

Conforme descrito no exemplo 1, fez-se reagir 0,1 mol de éster dietilico do acido n-

-pentil-maldnico com 0,1 mol de 3-bromo-1-propino.
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Rendimento global: 14%
P-€.i5mbar = 135°C.
RMN-'H (CDCL): 0,92 (3H, t, CH3), 1,32 (6H, m, 3 x CH,), 1,72 (2H, m, CH-CHRCOOH),

2,04 (1H, t, C=C-H), 2,40-2,72 (3H, m, CHRCOOH-CH,-C=C), 11,32 (1H, s, largo, COOH).

Exemplo 3

Acido (+)-2-(2-propinil)}-octanéico (hexil-4-ino)

COOH

AN
Sintese pelo método do dianido (Petragnani. Synthesis 521, 1982).
Todo o material feito de vidro foi seco em estufa e através do reactor fez-se passar
argon no decurso de toda a operagdo.
Preparou-se 0,2 mol de dianido de litio por adigdo de 0,2 mol de n-butil-litio a uma

solu¢do de 0,2 mol de diisopropilamina recentemente destilada e 130 mL de tetra-hidrofurano

anidro a 0°C. Adicionou-se 0,1 mol de acido octandico, seguindo-se 19 de triamida do acido
hexametilfosforico para se obter a solugdo do dianido. Agitou-se a mistura resultante a
temperatura ambiente durante 30 minutos, depois arrefeceu-se para -60°C e adicionou-se
rapidamente 0,1 mol de 3-bromo-1-propino, com o auxilio de uma seringa. A temperatura
aumentou instantancamente. Depois de se arrefecer novamente para -60°C, agitou-se a
mistura de reacgdo e monitorizou-se por CCF (hexano:acetato de etilo = 7.5:1 mais 5% de
acido acético) até a reacgdo estar completa (cerca de 1,5 horas). Removeu-se o sistema de
arrefecimento e acrescentou-se 200 mL de HCI a 10%. Separou-se as fases e extraiu-se a

fase aquosa duas vezes com éter. Lavou-se as fases organicas combinadas, utilizando para o
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efeito uma solugdo de NaCl a 50%, e secou-se sobre Na,SO;. A evaporagdo do solvente
proporcionou um 6leo amarelo. Por destilagio obteve-se um liquido incolor (p.e. 82°C-
-84°C; 0,1 mbar).

RMN-'H (CDCL): 0,88 (3H, t, CH3), 1,40 (8H, mc, CH,), 1,90 (2H, mc, CHy), 2,04 (1H, t, =H),

2,32-2,68 (3H, m, CH,, H,), 12,04 (1H, s, largo, COOH).

Exemplo 4

Os exemplos preferidos ndo limitativos a seguir apresentados sdo compostos pertencentes
ao ambito da presente invengao:

acido 2-n-prop-1'-enil-4-pentindico

acido 2-n-prop-2'-enil-4-pentindico

acido 2-i-propil-4-pentindico

acido 2-i-propenil-4-pentindico

acido 2-n-butil-4-pentindico

acido 2-n-but-1'-enil-4-pentinéico

acido 2-n-but-2'-enil-4-pentinéico

acido 2-n-but-3'-enil-4-pentinéico

acido 2-n-prop-1'-enil-4-pentindico

acido 2-(1'-metilbutil}-4-pentindico

acido 2-(1'-metilprop-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1'-metilprop-2'-enil }-4-pentindico
acido 2-(2'-metilpropil)-4-pentindico

acido 2-(2'-metilprop-1'-enil)-4-pentindico




acido 2-(2'-metilprop-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-terc-butil-4-pentindico

acido 2-n-pentil-4-pentindico

acido 2-(1'-metilbutil)4-pentindico

acido 2-(2'-metilbutil)-4-pentindico

acido 2-(3'-metilbutil}-4-pentindico

acido 2-(1',1'-dimetilpropil)-4-pentindico
acido 2-(1',2'-dimetilpropil)-4-pentindico
acido 2-(2',2'-dimetilpropil)-4-pentindico
acido 2-n-hexil-4-pentindico

acido 2-n-hex-1'-enil-4-pentindico

acido 2-n-hex-2'-enil-4-pentindico

acido 2-n-hex-3'-enil-4-pentinico

acido 2-n-hex-4'-enil-4-pentindico

acido 2-n-hex-5'-enil-4-pentindico

acido 2-(1'-metilpent-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1'-metilpent-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1'-metilpent-3'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1'-metilpent-4'-enil)-4-pentinéico
acido 2-(2'-metilpentil)-4-pentindico

acido 2-(2'-metilpent-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(2'-metilpent-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(2'-metilpent-3'-enil)-4-pentindico

acido 2-(2'-metilpent-4'-enil }-4-pentindico

A4




acido 2-(3'-metilpentil)-4-pentinico

acido 2-(3'-metilpent-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(3’-metilpent-zl-enil)-4-penu'n6ico
acido 2-(3'-metilpent-3l-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(3'-metilpent-4'-enil)-4-pentindico
acido 2-(4'-metilpentil)-4-pentindico

acido 2-(4'-metilpent-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(41—metilpent—2l-eni])-4—penﬁnéico
acido 2-(4'-metilpent-3'-enil)}-4-pentindico
acido 2-(4'-metilpent-4'-enil}-4-pentindico
acido 2-(1',1'-dimetilbutil)-4-pentinbico
acido 2-(1',1'-dimetilbut-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1", 1'-dimetilbut-3'-enil}-4-pentinéico
acido 2-(1',2'-dimetilbutil)-4-pentinéico

acido 2-(1',2'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentinéico
acido 2-(1',2'-dimetilbut-2'-enil )-4-pentinéico
acido 2-(1',2'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentinéico
acido 2-(1',3'-dimetilbutil)-4-pentindico

acido 2-(1',3'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1',3'-dimetilbut-2'-enil }-4-pentindico
acido 2-(1',3'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentinéico
acido 2-(2',2"'-dimetilbutil)-4-pentinéico

cido 2-(2',2'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentindico

acido 2-(2',3'-dimetilbutil)-4-pentinbico




acido 2-(2',3'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(2',3'-dimetilbut-2'-enil}-4-pentindico
acido 2-(2',3'-dimetilbut-3'-enil }-4-pentindico
acido 2-(3',3'-dimetilbutil}-4-pentinéico

acido 2-(3',3'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1',1',2"-trimetilpropil )-4-pentindico
acido 2-(1',1',2"-trimetilprop-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1',2",2'-trimetilpropil)-4-pentinéico
acido 2-n-heptil-4-pentindico

acido 2-(1'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(2'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(3'-metil-hexil)-4-pentinéico

acido 2-(4'-metil-hexil)-4-pentinéico

 4cido 2-(5"-metil-hexil)-4-pentinéico

acido 2-(1',1'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(1',2'-dimetilpentil)-4-pentinéico
acido 2-(1',3'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(1',4'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(2',2"-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(2',3'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(2' 4'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(3',3'-dimetilpentil }-4-pentindico
acido 2-(3',4'-dimetilpentil)-4-pentindico

acido 2-(4',4'-dimetilpentil)-4-pentindico
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acido 2-(1',1' 2'-trimetilbutil)-4-pentin6ico
acido 2-(1',1',3'-trimetilbutil}-4-pentindico
acido 2-(1',2' 3'-trimetilbutil)-4-pentinéico
acido 2-(2',2' 3'-trimetilbutil)-4-pentindico

acido 2-(2',3',3'-trimetilbutil}-4-pentinodico.

Exemplo 5

Como manter as linhagens celulares

Criou-se em cultura a linhagem de células do neuroblastoma neruo-2a do murganho
(Klebe e Ruddle, 1969, J. Cell Biol,, 43:69A) em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco
(MEMD, em inglés DMEM;, Flow Laboratories) enriquecido com 10% de soro fetal de
bovino (Tissue Culture Services), glutamina 200 mM e gentamicina na concentragdo de 100
pg/mL e ainda os antibiéticos penicilina/estreptomicina na concentragdo de 100 unidades/mL e
100 pg/mL (Sigma Chemicals). As células foram mantidas em atmosfera contendo 9% de CO,
a 37°C e humidificada com 4gua. Efectuou-se o tratamento das células com tripsina a 0,025%

(Gibco) em MEMD, tendo sido depois utilizados como indculo segundo uma densidade de

1 x 10* células/cm?.

Ensaio antiproliferativo

Foram introduzidos indculos de células do neuroblastoma neuro-2a em baldes de 25
cm’ (Costar) segundo uma densidade de 1 x 10* células/em®. A seguir a um periodo de
recuperagdo de 24 horas acrescentou-se as células o agente que se pretendia estudar, num
veiculo de dimetil-sulfoxido (DMSO), cujo volume era de 0,2% do volume total do meio de

imersdo das células. Como contraprova utilizou-se um baldo que continha apenas o veiculo
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DMSO. A seguir a um periodo de incubagdo de 48 horas efectuou-se o exame das células
recorrendo a um microscopio de contraste de fase invertida (Leitz Diavert) e fotografou-se
(pelicula Niford de 50 ASA). Depois as células foram colhidas por tripsinizagdo € foram
contadas utilizando um hemocitometro (modelo aperfeigoado da Neubauer).

A figura 1 ilustra a diminuigdo resultante da proliferagdo celular.

Microscopia por varrimento electrénico

As células destinadas a serem examinadas por microscopia por varrimento electronico
cresceram conforme anteriormente descrito em baldes de 25 cm®. A seguir a 48 horas de
exposigdo ao agente efectuou-se a fixagdo das células numa solugdo de glutaraldeido a 2,5%
em tampdo de fosfato de sodio 0,1 M a pH 7,4 de um dia para o outro a 4°C. Depois efectuou-se
a pos-fixagdo das células em tetroxido de 6smio a 1% tamponado com fosfato durante 1 hora
a temperatura ambiente, efectuou-se a sua lavagem e a subsequente desidratagdo gradual durante
1 hora utilizando uma sequéncia de concentragdes etandlicas variando escalonadamente segundo
os valores de 20, 40, 60, 80, até uma concentragdo final de 100%.

As secgdes da base do baldo da cultura de tecidos foram removidas e foram secas até
a0 ponto critico para se minimizar os fenémenos de contractura e fractura. Isto foi conseguido
colocando as amostras num secador de ponto critico de modelo ‘Polaron’ e limpando a cdmara
varias vezes com CO, para se remover todos os vestigios de etanol. Decorrida 1 hora
aumentou-se os valores de temperatura e pressdo respectivamente para 40°C e 1200 libras/
/polegada’, tendo nesta altura sido atingido o ponto critico para o didxido de carbono e ficando a
secagem completa.

A seguir os espécimes foram retirados da camara, montados em pegas adequadas para

a microscopia por varrimento electronico, utilizando para tal cola de carbono condutora
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(Neubauer), e foram polvilhados com ouro in vacuo (5 x 10 torr) na presenga de argon e sob
a accio de uma corrente eléctrica de 20 mA durante 3 minutos (Polaron E5100). A seguir a
cobertura feita com ouro efectuou-se o exame das amostras no microscopio de varrimento
electronico (JEOL 35C) a trabalhar com uma tensdo eléctrica aceleradora de 15 kV. As imagens
ficaram registadas numa pelicula fotografiac (pelicula Kodak Plus-X Pan 120), conforme

tlustrado na figura 2.

Microscopia por fluorescéncia

Foram aplicados indculos de células em placas de 24 cavidades, segundo uma densidade
de 1 x 104 células'em’®. Ap6s um periodo de recuperagdo de 24 horas foram expostas durante
mais 48 horas a acgdo do farmaco que se pretendia investigar. As células foram fixadas pro-
gressivamente por meio de 6 incubagdes de 10 minutos com meio MEMD que continha
concentragdes cada vez maiores de formalina tamponada a valores neutros, aumentando as
concentragdes escalonadamente segundo os valores 10, 30, 50, 70, 90, até uma concentragdo
final de 100%. Depois de a fixagdo estar completa efectuou-se a lavagem das células trés
vezes com soluto salino tamponado com fosfato a pH 7,4 durante um periodo de 30 minutos.
Depois as células foram incubadas com anticorpo de coelho anti-MACN diluido a razio de 1

para 50 (Plipphys ef al., J. Neuropsychiatr. 2:413-417, 1990) em soluto salino tamponado

com fosfato contendo albumina de soro de bovino a 1% (p/v) durante 1 hora a temperatura
ambiente (TA) e foram lavadas trés vezes com soluto salino tamponado com fosfato a pH 7,4
durante 30 minutos. As células assim lavadas foram entdo incubadas durante 1 hora a TA
com o anticorpo anti-MACN secundario do coelho, diluido a razdo de 1 para 50 em soluto
salino tamponado com fosfato contendo 1% (p/v) de albumina do soro de bovino (Sigma)

que se conjugou com rodamina. As células foram novamente lavadas trés vezes com soluto
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salino tamponado com fosfato a pH 7,4 e foram montadas depois utilizando *Citifluor’ (Agar
Scientific) contendo um intensificador da fluorescéncia. A fluorescéncia da rodamina foi
visualizada utilizando um comprimento de onda excitador de 535 nm (bloco de filtros N2.1
da Leica) num microscopio de fluorescéncia de modelo ‘Leitz DMRB’. Examinou-se a
intensidade da fluorescéncia nos pontos de contacto célula a célula, utilizando para tal o
sistema de analise de imagens ‘Quantimet 500°. Exprimiu-se a intensidade da fluorescéncia por
niveis de cinzento nos pontos de contacto das células, comparativamente com os valores

observados na contraprova. A figura 3 ilustra o aumento da imunofluorescéncia da MACN.

Exemplo 6

Estudos de fases agudas e crémicas in vivo

Investigou-se a capacidade dos compostos ¢ das composigdes da presente mvengao
para exercerem uma acgdo neurotrofica in vivo em estudos de fases agudas e cronicas, utilizando
para tal ratos (machos) adultos da estirpe Wistar. Os estudos da fase aguda permitiram
determinar a sua capacidade para inverterem o efeito amnésico de uma leséo com escopolamina
6 horas apés o adestramento num modelo experimental de coibigdo passiva, do mesmo tipo

utilizado para os outros agentes neuroprotectores (Doyle et al., J. Neurochem. 1993 61:266-

-272; Doyle e Regan, J,. Neural Transm. 1993 92:33-39).

O 4cido 2-n-pentil-4-pentindico foi administrado nas 3 horas imediatamente a seguir
ao periodo de pos-adestramento, seguindo-se a administragdo de escopolamina no momento
correspondente as 6 horas pos-adestramento. As administragdes foram efectuadas por via
intraperitoneal nos momentos indicados pos-adestramento. Além disso, a outros 3 grupos, cada
um deles constituido pelo menos por 3 animais, administrou-se o acido 2-n.pentil-4-pentin6ico

decorridas 3 horas e o veiculo decorridas 6 horas para se avaliar ¢ controlar todos os efeitos
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indesejados que o composto pudesse ter neste modelo experimental. Os dados sdo apresentados
em graficos com barras que indicam as variagdes médias e interquartis, tendo a significancia
estatistica sido definida pelo teste U de Mann-Whitney para dados ndo paramétricos.

Todos os animais que receberam apenas veiculo manifestaram uma boa recordagdo
com um valor médio de laténcia de 300 segundos, até entrarem no escuro no compartimento
de choque, indicando isso uma boa aprendizagem da ligdo de coibigdo (figura 4). A escopo-
lamina administrada 6 horas apés o adestramento atenuou a recordagio as 24 horas, originando
um valor médio de laténcia de 65 segundos. Isto demonstra a eficacia deste farmaco como
agente amnésico potente neste modelo de adestramento. Para se avaliar a capacidade destes
compostos neurotroficos para bloquearem ou para reduzirem estas insuficiéncias de adestramento,
administrou-se 6 acido 2-n-pentil-4-pentinéico por via intraperitoneal 3 horas apos o adestramento
¢ administrou-se escopolamina 6 horas apos o adestramento, tal como antes. Verificou-se que 0

acido 2-n-pentil-4-pentindico reduzia, de uma forma dependente da dose, as insuficiéncias de

memoria induzidas pela escopolamina, observadas s 24 horas apés o adestramento (figura
4). A reversio da amnésia induzida pela escopolamina foi conseguida por meio de doses de

acido 2-n-pentil-4-pentindico variaveis no intervalo entre 50,4 mg/kg e 134 mg/kg, tendo

sido observada uma reversdo fortemente significativa com a dose de 84 mg/kg. Ndo foram
observados nenhuns efeitos adversos com esta dose. Ao ser administrada a dose de 134,0 mg/kg, a
atenuagdo da amnésia induzida pela escopolamina foi maior mas mais varidvel. Nos trés
grupos restantes, aos quais foram administradas doses de acido 2-n-pentil-4-pentindico e
apenas veiculo, o efeito anti-amnésico estabilizou apenas ao valor mas elevado da concentragao
testada (134 mg/kg). Isto ficou a dever-se a variagdo da capacidade de recordagdo dos animais,
sugerindo isso um possivel efeito de tipo dose-resposta em curva com forma de sino, uma

vez que ndo foi observada nenhuma variagdo da actividade locomotora.
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Os estudos de fase cronica permitiram avaliar a capacidade destes compostos €
composigdes para evitar um declinio dependente da idade numa populagdo de neurénios
polissialilados da molécula de adesdo as células neurais localizados no rebordo hilar/camada
de células de granulos do giro dentado do hipocampo. A frequéncia de neurdnios polissialilados
activados nesta regiio aumenta extraordinariamente durante a formagdo da memoéria e
inversamente diminui com o envelhecimento, quando passam a ser mais evidentes as faltas
de memoéria (Fox e Regan, Neurochem. Res. 1995 20:521-526). Em consequéncia, podem
ser considerados como um indice de potencial neoplasico associado a memoria. A administragdo
cronica por via intraperitoneal de acido 2-n-opentil-4-pentindico nas doses de 16,8 mg/kg e
50,4 mg/kg durante o periodo pos-natal que medeia entre 0 40° e 0 80° dias, na altura em que
se observa um declinio natural aproximado de 70% no nimero de neurénios polissialilados,
produziu uma redugdo significativa comparativamente com os animais de contraprova aos
quais se administrou o acido 2-(2-metilpropil)-4-pentinéico numa dose de 16,8 mg/kg, que
ndo tem o efeito antiproliferativo e prodiferenciador observado com o 4cido 2-n-pentil-4-
-pentindico (figura 5). Esta redugdo chegou até aproximadamente 25% para a dose de 50,4 mg/kg,
a dose mais alta estudada, que representa aproximadamente 2,5 anos em termos humanos. Além
disso, foram observados neurénios polissialilados no cortex entorrinal que se prolongavam,
como uma banda tmica, através do cortex perirrinal até ao nivel do cortex de piriforma. Esta
populagdo de células corticais manifestou uma redugdo e/ou uma activagdo aproximadamente
para o dobro a seguir a exposi¢do ao acido 2-n-pentil-4-pentindico na dose de 50,4 mg/kg
durante o periodo pés-natal que medeia entre 0 40° e o 80° dias, comparativamente com 0s
animais de contraprova aos quais se administrou 0 acido 2-(2-metilpropil)-4-pentindico

numa dose de 16,8 mg/kg (figura 5).
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A redugdo e/ou a activagdo extraordinarias dos neurénios polissialilados no cortex
rinal podem estar relacionadas com a distribuigdo diferencial do acido 2-n-pentil-4-pentinoico
dentro do cortex, em contraposigio as outras regides cerebrais. Numa experiéncia feita com
um s6 animal, a administragdo intravenosa com um bolus de acido 2-n-pentil-4-pentin6ico
(84 mg/kg) revelou uma distribuigdo no cortex 2 a 4 vezes superior comparativamente com
as outras regides do cérebro examinadas (figura 6). Esta penetragio cortical foi equivalente a
observada nos rins. Além disso, a analise do plasma indicou que a concentragdo de acido 2-
-n-pentil-4-pentindico livre era aproximadamente de 60 pg/g, correspondendo a uma fracgdo
ndo ligada de 20%.

Nio foram observados nenhuns efeitos adversos com nenhuma das doses, conforme
se conclui por um aumento de peso invariante entre os grupos de animais (figura 5) e pela

auséncia de qualquer comportamento anormal nas observagdes sem restrigoes.

Adestramento de coibicdo passiva
Desenvolveu-se um modelo de tipo tentativa unica, acgdo directa e luz-escuriddo e
validou-se para estudos de aprendizagem/memoria. O dispositivo concebido era constituido

por uma caixa que media 300 mm de comprimento x 260 mm de largura x 270 mm de altura.

As partes da frente e de cima eram transparentes, 0 que permitiu ao experimentador observar
o comportamento do animal dentro do dispositivo. Dividiu-se a caixa em dois compartimentos
separados por uma persiana central onde havia uma pequena abertura com 50 mm de largura
e 70 mm de altura. O mais pequeno dos compartimentos tinha uma largura de 90 mm e nele
havia uma fonte de iluminagio de baixa tensdo (6 V) - o compartimento iluminado. O
compartimento maior tinha uma largura de 210 mm ¢ néo estava iluminado.

O chdo deste compartimento escuro era constituido por uma grelha com 16 barras

horizontais de ago inoxidavel com um didgmetro de 5 mm cada uma e afastadas entre si 12,5 mm.
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Utilizou-se um gerador de corrente para injectar na gretha do chdo uma corrente de 0,75 mA
comutada uma vez em cada 0,5 segundos através das 16 barras. Calculou-se para um
determinado grupo de ratos (250-350 g) uma resisténcia compreendida entre 40 e 60 kQ2 ¢
calibrou-se o dispositivo de acordo com estes parametros. Por meio‘ de um circuito
electronico de detecgdo da resisténcia do animal garantiu-se uma injecg@o exacta de corrente
eléctrica por variagdo automatica da tensdo com variagdo da resisténcia.

Introduziu-se os animais na sala onde iria decorrer o teste 3 dias antes do inicio de
todos os estudos para lhes permitir ajustarem-se ao novo ambiente. No final deste periodo os
animais foram manipulados por periodos de 2 minutos durante 3 dias sob uma iluminagao
com luz vermelha de fraca intensidade. Apos cada sessdo de manuseamento pesou-se cada
animal e colocou-se na arena o ar livre onde se avaliou a sua deambulagdo e 0 comportamento
geral. Ao 4° dia - dia de adestramento - manuseou-se cada rato, pesou-se € avaliou-se na
arena ao ar livre, conforme se havia feito antes. No entanto, a seguir a avaliagio comportamental,
colocou-se o animal dentro do compartimento pequeno iluminado do dispositivo de adestramento

de coibigdo passiva, de modo a ficar voltado para a parede posterior. Fechou-se a porta rapida e

cuidadosamente.

Logo que o rato se voltou para ficar de frente para o painel anterior do compartimento
(apos um periodo de adaptagdo normalmente inferior a 30 segundos) iniciou-se uma contagem
cronometrada e registou-se a laténcia até entrar no compartimento escuro maior. Este periodo foi
normalmente inferior a 20 segundos. Logo que o animal penetrou no compartimento escuro,
com as 4 patas assentes no chdo feito de grelha de ago, aplicou-se as barras do chdo, por
comando remoto, uma corrente de 0,75 mA. Regulou-se para 5 segundos o periodo maximo
de choque e verificou-se que o animal quase sempre regressava ao compartimento iluminado

seguro num periodo inferior a este, conhecido pela designagdo de laténcia de fuga.
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Registou-se para cada rato a laténcia de fuga e recolocou-se o animal imediatamente
na sua gaiola de habitagdo. Houve um grupo de animais de contraprova que ndo receberam
choques nas patas, mas aos quais se permitiu explorar o dispositivo durante um periodo
idéntico ao concedido a um dos animais tratados com os choques. Entre sessdes consecutivas
de adestramento, ambos os compartimentos foram rigorosamente limpos para se reduzir a
possibilidade de haver confusio de sinais olfactivos.

Submeteu-se os animais a testes de memoria - ou de capacidade para se lembrarem
para ndo entrarem no compartimento escuro - as 24 horas apos o adestramento. Os animais
foram manuseados e pesados e foi feita uma avaliagdo, tal como se disse antes, € mais uma
vez foram recolocados no compartimento seguro. Uma vez colocado o animal voltado para
o painel anterior, teve inicio uma contagem cronometrada e registou-se a laténcia ate
entrarem no compartimento escuro, primeiro so com a cabega, depois com as duas patas
dianteiras e finalmente com as quatro patas. N&o se aplicou nenhuma corrente eléctrica as
barras e deixou-se decorrer um periodo critico de 5 minutos antes de se retirar cada animal e
de o recolocar na sua gaiola de habitagdo. Utilizou-se o tempo necessario para que as quatro
patas do animal entrassem no compartimento escuro como medida basica de avaliagdo da
capacidade do animal para se recordar e foram utilizados pelo menos 6 animais por grupo
para se obter os valores medianos e percentis. Por meio de um teste U de Mann-Whitney

para dados ndo paramétricos estimou-se a significancia entre grupos.

Comportamentos em espaco aberto
Foram realizados estudos em espago aberto como parte essencial do adestramento de
coibigdo passiva. O dispositivo de adestramento em espago aberto foi construido com madeira

pintada de preto formando uma caixa com 620 mm de comprimento x 620 mm de largura x
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150 mm de altura. O chéo do dispositivo, pintado de branco, foi dividido de lado a lado em
cada 77 mm com réguas que o dividiram num conjunto de caixas de 77 mm x 77 mm. Colocou-
se cada animal no centro da arena e permitiu-se-lhe que se deslocasse para o lado do
dispositivo, momento em que se ligou um cronémetro. Como medida da actividade loco-
motora efectuou-se a contagem do namero de linhas atravessadas nos 5 minutos subsequentes.
Num outro estudo comportamental avaliou-se 0 empinamento, 0 asseio, a piloerecgdo, a
defecagio € a postura - sendo tudo isto um bom sinal do estado de safide do animal. Anotou-se o
peso corporal como pardmetro de rotina. Todas as observagdes foram efectuadas no
compartimento seguro sob uma iluminagdo de fraca intensidade entre as 08HOO e as 14H00
para se minimizar a influéncia circadiana. Esta avaliagdo comportamental foi inapreciavel
para a detecgio de animais ndo responsivos ao programa de adestramento ou a efeitos

interventivos indesejados que pudessem confundir os resultados do teste.

Imunoistoquimica
A frequéncia de neurénios polissialilados da molécula de adesdo das células neurais

na regido hilar/camada de células de granulos do giro dentado do hipocampo foi definida por

técnicas de imunoistoquimica. Os cérebros recém-dissecados foram recobertos imediatamente
num composto 4 temperatura optima de corte (Gurr, U.K.), congelados instantaneamente em
n-hexano arrefecido com azoto liquido e guardados a -80°C, até virem a ser necessarios para
posterior estudo. A partir dos tecidos congelados foram cortadas secgGes criostaticas
horizontais de 12 pm utilizando para tal um criostato de modelo ‘MICROM’ (série 500).
Foram obtidas sec¢des sequenciais para analise a partir do mesmo ponto que se encontrava a
meio caminho para baixo do eixo septotemporal (equivalente a -5,6 mm a partir da bregma

para analise das células dentadas e -8,10 mm a partir da bregma para analise das células
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corticais (Paxinos e Watson, The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, Academic Press,

1986)) e foram montadas ainda congeladas sobre lamelas de vidro recobertas com poli-1-lisina a
0,1% (p/v). As secgbes foram fixadas em etanol a 70% (v/v) durante 30 minutos, foram
lavadas duas vezes durante 10 minutos com tampdo de lavagem constituido por soluto salino
a 0,9% tamponado com fosfato 0,1 M a pH 7,4 (STP) e foram incubadas de um dia para o
outro (20 horas) numa camara humidificada a temperatura ambiente conjuntamente com
anti-MACN-PSA (Rougon et al., J. Cell Biol. 1986 103:2429-2437) diluido a 1:500 num
tampao de incubagdo constituido por STP contendo albumina de soro de bovino a 1% (p/v)
(Sigma Chemical Co., UK.) e soro normal de caprino a 1% (v/v) (DAKO, Dinamarca) para
se eliminar a contrastagdo ndo especifica. Efectuou-se a lavagem das secgdes outra vez,
tendo sido depois expostas durante 3 horas a anti-IgM de murganho conjugado na cabra, com
fluoresceina (Calbiochem, U.K.), diluido a 1:100 com tampédo de incubagdo. Foi feita uma
lavagem final de secgdes antes de seremn montadas em ‘Citifluor®’ (Agar, U.K.) que € um meio
para reforgar a fluorescéncia. Observou-se o padrdo de contrastagdo com um microscopio de
fluorescéncia de modelo ‘Letiz DM RB’, utilizando um comprimento de onda de excitagdo
de 495 nm e um comprimento de onda de emissdo de 525 nm. A contrastagio de imuno-
fluorescéncia era especifica uma vez que foi totalmente eliminada por omissdo quer do anti-
corpo primario quer do anticorpo secundario e por pré-absor¢do do anti-MACN-PSA com
acido colominico (1 mg/mL; Sigma Chemical Co., U.K.), o qual contém os homopolimeros
a2,8 do acido sialico. Sempre que relevante, as secgdes foram recontrastadas mediante uma

breve exposi¢do (60 segundos) a iodeto de propidio (40 ng/mL de STP) que foi detectado

utilizando um comprimento de onda de excitagdo de 552 nm e um comprimento de onda de

emissdo de 570 nm.
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Efectuou-se a contagem do nimero total de neuronios imunorreactivos a MACN-PSA na
camada de células dos granulos dentados e no rebordo hilar em 10 secgdes alternadas de 12 um
para se evitar a dupla contagem das pericarias de 5-10 um, divididas pela area total da camada
de células de granulos, ficando assim incluidas todas as células marcadas com o iodeto de
propidio, e multiplicado pela 4rea média das células de granulos que era de 0,15 mm”+ 0,01 mm’
a este nivel, e calculou-se para cada grupo de animais a média + d.p.. Estas médias foram
utilizadas para se definir a média * d.p. para cada grupo de animais. As medi¢Ges das areas
foram feitas utilizando um sistema de analise de imagens de modelo ‘Quantimet 500’. Para

a analise estatistica utilizou-se o teste t de Student.

Analise do dcido 2-n-pentil-4-pentinéico por EM-CG

Introduziu-se uma cénula residente (com um didmetro imterno de 0,5 mm) dentro da
vela jugular esquerda sob anestesia com pentobarbitona sddica (60 mg/kg) 4 dias antes da
administragdo do farmaco. Ménteve-se a canula desobstruida com polivinil-pirrolidona a
20% contendo heparina na concentragdo de 50 unidades/mL e com limpeza duas vezes por
dia. Administrou-se um bolus de acido 2-n-pentil-4-pentindico (84 mg/kg) uma vez por dia
durante 10 dias. Sacrificou-se 0 animal 30 minutos a seguir a ﬁlﬁma administragdo do farmaco,
removeu-se-lhe o cérebro, dissecou-se em regides individuais, colocou-se em frascos previamente
pesados e guardou-se num estado congelado a -80°C até vir a ser necessario. O figado e os rins
foram tratados de modo idéntico. O sangue foi obtido por pungédo cardiaca, recolhido para
dentro de tubos heparinizados € o plasma foi preparado por centrifugagdo a 1500 r.p.m. durante
10 minutos. Dividiu-se o sobrenadante em aliquotas que foram guardadas num estado

congelado em frascos previamente pesados.
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Para se extrair o acido 2-n-pentil4-pentinéico, homogeneizou-se o tecido por tratamento
com ultra-sons em 2-10 volumes de H,O. Foram extraidas aliquotas de 100-200 pL
mediante a adigio de 50 pL de tampdo de NaH,PO, 0,1 N (pH 5,0) e de 1 mL de acetato de etilo
contendo acido 2-metil-2-etil-hexandico na concentragdo de 1 pug/mL, como padrdo interno.
Agitou-se a mistura durante 15 minutos, centrifugou-se durante 1 minuto e concentrou-se o
sobrenadante até ao volume aproximado de 200 pL por meio de uma corrente de azoto a
20°C e acrescentou-se uma aliquota de 100 pL de acetonitrilo. Repetiu-se a extrac¢do apenas
com acetato de etilo e efectuou-se a evaporagdo dos extractos combinados até se obter um
volume final de 10-20 uL. Realizou-se a trimetilsililagdo por adigdo de 30 pL de piridina e
30 puL. de N-metil-N-timetilsilil-trifluoroacetamida a temperatura ambiente durante 30 minutos
pelo menos e efectuou-se a injecgdo de aliquotas de 1 mL no espectrometro de massa por
cromatografia em gas (EM-CG). Mediu-se o acido 2-n-pentil-4-pentindico ndo ligado apds a
ultrafiltragdo de aliquotas de soro com o dispositivo de ultrafiltragdo de modelo ‘Amicon
MPS-1’ (membrana de YMT com um valor critico de corte de 30 kDa). Efectuou-se a analise
por EM-CG utilizando um aparelho ‘perkin-Elmer F22-9-C* acoplado por meio de um separador
‘Jet’ a um espectrometro de massa de modelo ‘Finnigan MAT CH-7-A’ comandado por um
dispositivo ‘2100D Superincos’. Utilizou-se uma coluna de silica fundida ‘Megabore’ (30
mm x 0,53 mm de didmetro interno, espessura da pelicula igual a 1 um) recoberta com
‘DB1701°. Manteve-se a temperatura do injector a 220°C. A temperatura inicial era de
80°C. Apds a injecgdo, manteve-se a temperatura a 80°C durante 1 minuto, aumentou-se
rapidamente até 120°C e depois aumentou-se até 190°C a razdo de 4°C/minuto. A detecgdo
teve lugar no modo selectivo de verificagdo de ides com os seguintes ides: 0 ido de m/z igual

a 225 para o acido 2-n-pentil-4-pentindico e o 130 de m/z igual a 215 para o acido 2-metil-2-
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-etil-hexandico como padrdo interno. Foram utilizados graficos de calibragdo linear para se

determinar as concentragdes teciduais individuais.

Exemplo 7

Teratogenicidade do icido valprdico e dos acidos carboxilicos congéneres do acido
valpréico

Determinou-se a teratogenicidade do acido valproico e dos acidos carboxilicos
congéneres do acido valproico com variagdes no comprimento de uma cadeia lateral nos
murganhos NMRI. Os quadros 1 e 2 agrupam os resultados para os compostos seguintes:
VPA (acido valproico), etil-4-in-VPA (acido 2-n-etil-4-pentindico), 4-in-VPA (acido 2-n-
propil-4-pentindico), butil-4-in-VPA (4cido 2-n-butil-4-pentindico), pentil-4-in-VPA (acido
2-n-pentil-4-pentindico) e hexil-4-in-VPA (4acido 2-n-hexil-4-pentindico). Administrou-se

cada composto de acido carboxilico em doses milimolares (mmol) de sal sédico’kg. Os valores

da letalidade embrionana reflectern a percentagem de implantes totais e os valores da exencefalia
reflectem a percentagem de fetos vivos. O nimero de fetos afectados esta indicado entre
paréntesis. Determinou-se o efeito teratogénico dos acidos carboxilicos, de acordo com a

presente invengdo, recorrendo ao modelo de exencefalia de murganho descrito por Nau em

Toxicol. Appl. Pharmacol. 80, 243-250 (1985) e na patente de invengdo norte-americana

com o numero de série 08/344 810, depositada a 23 de Novembro de 1994, que aqui se
considera incorporada por referéncia. Foram acasaladas fémeas de murganhos MMRI com
machos de murganhos MMRI entre as 6HOO e as 9H00. Tomou-se as primeiras 24 horas
apos a concepgdo como o dia 0 de gestagdo. As solugdes dos sais sodicos dos acidos
carboxilicos foram injectadas por via intraperitoneal nos murganhos na manha do 8° dia de

gestagdo. Ao 18° dia de gestagdo, entre as 9HOO e as 12HOO, os animais foram anestesiados
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com éter dietilico e a seguir foram-lhes removidos os respectivos tteros. Determinou-se o
numero de locais de implantagdo, de ressor¢des e de fetos mortos (letalidade embrionaria).

Pesou-se cada feto vivo e examinou-se para pesquisa de exencefalia.

UADRO 1
Peso fetal Letalidade
Acido carboxilico Dose' N°deanimais N°defetos  (médiatdp)  embriondria®  Exencefalia’

(mmolkg)  daninhada vivos ® (%) (%)

VPA 3,0 8 60 1,07£0,10 49 2

Etil-+-in-VPA 1.85 6 ] 1,12+0,09 5 0
4-in-VPA 1.85 7 21 0,92+0,12 76 81(17)
1,23 13 89 1,03+0.13 16 12
Butil-4-in-VPA 1,85 8 27 0.88+0,06 69 96(26)
1.25 9 63 0,99 +0.09 45 71(45)
Pentil-4-in-VPA 1,85 9 26 0.84+0,11 78 81Q21)
1,25 6 44 1,02 £0,09 40 60(26)

Hexil-4-in-VPA 1,85 3 0 - 100 -
1.5 6 12 0,86 +£0,07 84 100(12)

125 7 29 0,96 +0.06 67 7923)

1,0 7 37 103£005 - 54 70(26)

0.5 13 165 125 io; 10 18 79)

Contraprovas 14 152 1,1940,12 11 0

' As doses sdo em milimoles (mmol) de sal sodico para cada acido carboxilico/kg. Todas as substancias foram
injectadas por via intraperitoneal na manha do 8° dia de gestagdo.
2 9% de implantes totais

* % de fetos vivos. O nimero de fetos afectados esta indicado entre paréntesis.
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UADRO 2
Substancia’ N° de animais da Letalidade N° de fetos vivos Peso fetal Exencefalia
ninhada embriondria (média +dp.) (%)
®
4-in-VPA 13 16 89 1,03 £0.13 12
Butil<4-in-VPA 9 45 63 0.99 +£0,09 7135
Pentil<-in-VPA 6 40 4 1.02 +0.09 60 (26)
Hexil-+in-VPA 7 67 29 0.96 +0,06 79 (23)

" Administrou-se 1,25 nmol de sal sédico de cada acido carboxilico por kg de peso corporal na manha do 8°

dia de gestagao.

Embora se tenha descrito até aqui diversas vanantes da presente invengdo, € evidente que
as concepgdes basicas podem ser alteradas para se obter outros casos em que sejam utilizados os
métodos da presente invengdo. Assim sendo, faz-se observar que o ambito da presente mvengao
fica definido pelas reivindicagbes anexas e ndo pelas variantes especificas que foram aqui

apresentadas a titulo exemplificativo.

Lisboa, 25 de Julho de 2001

O Agente Oficial da Propriedade Industrial

JOSE DE SAMPAIO
A.O.P.1L.
Rua do Salitre, 195, r/c-Drt.
1269-063 LISBOA
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Reivindicagoes

1.  Acido 2-n-pentil-4-pentindico € 0s seus enantiomeros e Os seus sais aceitaveis sob 0 ponto

de vista farmacéutico.
2.  Enantiomero S do composto da reivindicagio 1.

3.  Método para preparar compostos que satisfazem a formula estrutural (I)

COOM

R.\/k 0
R;

em que

o simbolo R' representa -C=CH,

o simbolo R representa um grupo alquilo Cs saturado e ndo ramificado e

o simbolo M representa um atomo de hidrogénio ou um atomo de um metal, o qual
consiste em combinar um diéster de acido malonico com um primeiro halogeneto de
formula geral (VII)

R*-X (VID)

em que o simbolo R? possui as significagdes definidas antes, para formar um diéster do
acido 2-pentil-maldnico, e em combinar depois o diéster do acido 2-pentil-malénico
com um segundo halogeneto de férmula geral (VIII)

R'-CH>-X (VII)
em que o simbolo R' possui as significagdes definidas antes, ou entdo combinando o

diéster do 4cido malonico com o segundo halogeneto de formula geral (VIII) para formar
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um diéster do acido 2-pentil-malénico e combinando o primeiro halogeneto de formula

geral (VII) para formar um composto de formula estrutural (IX):

R, COORs

R, (IX)
COORs

em que o simbolo R’ representa um grupo alquilo; e em efectuar a hidrolise e a descar-
boxilagdo do composto de formula estrutural (IX) para formar um composto de formula

estrutural (I); e converter facultativamente o composto de formula estrutural (I) num sal.

Enantiémero S dos compostos de formula estrutural (I)

COOM

R.\/]\ @
R;

em que

o simbolo R’ representa -C=CH,

o simbolo R representa um grupo alquilo(C,-Cso) saturado ou insaturado, ramificado ou
ndo ramificado, o qual ¢ facultativamente substituido com um grupo ciclo-hidrocarbonado
ou heterociclico (Cs-Cs), alifatico ou aromatico, que compreenda 3 a 9 atomos; e

o simbolo M representa um atomo de hidrogénio ou um atomo de um metal; e

seus sais farmaceuticamente aceitaveis; desde que o composto de formula estrutural (I)

ndo seja o acido 2-n-propil-4-pentindico.

Compostos de acordo com a reivindicagdo 4, em que 0 simbolo R? representa um grupo

-(CH,)36-CHs.
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Compostos de acordo com a reivindicagdo 4, em que 0 simbolo R? representa um grupo

~(CH;)4.5-CHs.

Compostos de acordo com a reivindicagdo 4, seleccionados entre o conjunto constituido
por:

acido 2-n-prop-1 !_enil-4-pentindico

acido 2-n-prop-2'-enil-4-pentindico

acido 2-i-propil-4-pentindico

acido 2-i-propenil-4-pentindico

acido 2-n-butil-4-pentindico

acido 2-n-but-1'-enil-4-pentindico

acido 2-n-but-2'-enil-4-pentindico

acido 2-n-but-3'-enil-4-pentindico

acido 2-n-prop-1'-enil-4-pentindico

acido 2-(1'-metilbutil)-4-pentindico

acido 2+(1 1-metilprop-ll-enil)-4-pentin(')ico

acido 2-(1 |_metilprop-2'-enil)-4-pentindico

acido 2-(2'-metilpropil)-4-pentinéico

acido 2-(21-metilprop-ll-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(2'-metilprop-2'-enil)4-pentindico
acido 2-terc-butil-4-pentindico

acido 2-n-pentil-4-pentindico

acido 2-(1'-metilbutil)-4-pentinéico




acido 2-(2'-metilbutil)-4-pentindico

acido 2-(3'-metilbutil}-4-pentindico

acido 2-(1',1'-dimetilpropil)-4-pentindico
acido 2-(1',2'-dimetilpropil)-4-pentindico
acido 2-(2',2'-dimetilpropil)-4-pentindico
acido 2-n-hexil-4-pentindico

acido 2-n-hex-1'-enil-4-pentindico

acido 2-n-hex-2'-enil-4-pentinéico

4cido 2-n-hex-3'-enil-4-pentindico

acido 2-n-hex-4'-enil-4-pentindico

acido 2-n-hex-5'-enil-4-pentindico

acido 2-(1'-metilpent-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1'-metilpent-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1'-metilpent-3'-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(1'-metilpent-4'-enil)-4-pentindico
acido 2-(2'-metilpentil)-4-pentindico

acido 2-(2'-metilpent-1'-enil)-4-pentinoico
acido 2-(2'-metilpent-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(2'-metilpent-3'-enil )-4-pentindico
acido 2~(2"-metilpent-4'-enil)-4-pentindico
acido 2-(3'-metilpentil)-4-pentinico

acido 2-(3'-metilpent-1'-enil)-4-pentindico

acido 2-(3'-metilpent-2'-enil)-4-pentindico




acido 2-(3‘-metilpent-3'-enil)—4-pentin6ico
acido 2-(3‘-metilpent—4l-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(4'-metilpentil)-4-pentindico

acido 2-(4'-metilpent-1 'enil)-4-pentindico
acido 2-(41-meﬁlpent-zl-enil)-4-pentin<’>ico
acido 2-(41-metilpent-31-enil)—4-pentin6ico
acido 2-(41-metilpent-41-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(1',1'-dimetilbutil)-4-pentindico

acido 2-(1',1'-dimetilbut-2'-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(1',1'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(1',2"-dimetilbutil)-4-pentindico

acido 2-(1,2!-dimetilbut-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1',2'-dimetilbut-2'-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(1',2'-dimetilbut-3 !_enil)-4-pentindico
acido 2-(1',3'-dimetilbutil)-4-pentin6ico

acido 2-(1!,3'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1 ! 3'_dimetilbut-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1',3'-dimetilbut-3 !_enil)-4-pentindico
acido 2-(2',2'-dimetilbutil)-4-pentindico
acido 2-(2' 2'-dimetilbut-3 I_enil)-4-pentindico
acido 2-(2',3'-dimetilbutil)-4-pentin6ico

acido 2-(2' 3'-dimetilbut-1 !_enil)-4-pentindico

acido 2-(2',3 I_dimetilbut-2'-enil)-4-pentindico




acido 2-(2' 3'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentindico
acido 2-(3' 3'-dimetilbutil)-4-pentindico

acido 2-(3',3'-dimetilbut-1 !_enil)-4-pentindico
acido 2-(1',1' _2'-trimetilpropil )-4-pentindico
acido 2-(1',1' 2'-trimetilprop-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1',2',2'-trimetilpropil)-4-pentindico
acido 2-n-heptil-4-pentindico

acido 2-(1'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(2'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(3'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(4'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(5'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(1',1'-dimetilpentil)-4-pentinoico
acido 2-(1',2"'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(1',3'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(1',4'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(2',2'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(2',3'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(2",4'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(3',3'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(3',4'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2~(4' 4'-dimetilpentil)-4-pentindico

acido 2-(1',1',2'-trimetilbutil)-4-pentindico




10.

acido 2-(1',1'3 !_trimetilbutil)-4-pentinoico
acido 2-(1',2",3'-trimetilbutil)-4-pentindico
acido 2-(2',2",3"-trimetilbutil)-4-pentin6ico

acido 2-(2',3 | 3!_trimetilbutil)-4-pentindico.

Compostos de acordo com a reivindicagdo 7, seleccionados entre o conjunto constituido por
acido 2-n-butil4-pentindico, acido 2-n-pentil-4-pentindico, acido 2-n-hexil-4-pentindico,

acido 2-n-heptil-4-pentindico e acido 2-n-octil-4-pentindico.

Compostos de acordo com a reivindicagdo 8, os quais sdo seleccionados entre O

conjunto constituido por acido 2-n-pentil-4-pentindico € acido 2-n-hexil-4-pentindico.

Utilizagio dos compostos de formula estrutural (I)

COOM

R,

para a preparagdo de um medicamento para 0 tratamento de células neuronais,

em que

o simbolo R’ representa -C=CH,

o simbolo R? representa um grupo alquilo(C;-Cso) saturado ou insaturado, ramificado ou
ndo ramificado, o qual ¢ facultativamente substituido com um grupo ciclo-hidrocarbonado
ou heterociclico (C3-Cs), alifatico ou aromatico, que compreenda 3 a 9 atomos; €

o simbolo M representa um atomo de hidrogénio ou um atomo de um metal;

e 0s seus sais farmaceuticamente aceitaveis.




11.

12.

A

Utilizagdo dos compostos de acordo com a reivindicagdo 10, em que o simbolo R'

representa -C=CH e 0 simbolo R? representa um grupo -(CH,)+-CH; ou +(CH,)s-CHs.

Utilizagdo dos compostos de acordo com a reivindicagdo 10, em que 0s compostos
administrados as células neuronais so seleccionados entre o conjunto constituido por:
acido 2—n—prop-11-enil-4-pentin6ico

acido 2-n-prop-2'-enil-4-pentindico

acido 2-i-propil-4-pentin6ico

acido 2-i-propenil-4-pentindico

4cido 2-n-butil-4-pentin6ico

4cido 2-n-but-1'-enil-4-pentin6ico

acido 2-n-but-2'-enil-4-pentinéico

acido 2-n-but-3'-enil-4-pentindico

acido 2-n-prop-1 !_enil-4-pentindico

acido 2-(1'-metilbutil)-4-pentinéico

acido 2-(1'-metilprop- 1'-enil)-4-pentindico

acido 2-(11-metilprop-21-enil)-4-pentin6ico

acido 2-(2'-metilpropil)}-4-pentinoico

acido 2-(2'-metilprop-1 !_enil)-4-pentinoico

acido 2-(2‘-metilprop—2'-eni])—4-pentin6ico

acido 2-terc-butil-4-pentindico

acido 2-n-pentil-4-pentindico

acido 2-(1'-metilbutil)-4-pentindico




acido 2-(2'-metilbutil)-4-pentin6ico -
acido 2-(3'-metilbutil)-4-pentindico

acido 2-(1',1" -dimetilpropil)-4-pentindico
acido 2-(1',2'-dimetilpropil)-4-pentindico
acido 2-(21,2'-dimeti]propil)—4-pentinéico
acido 2-n-hexil-4-pentindico

acido 2-n-hex-1'-enil-4-pentindico

acido 2-n-hex-2'-enil-4-pentindico

acido 2-n-hex-3'-enil-4-pentindico

acido 2-n-hex-4'-enil-4-pentindico

acido 2-n-hex-5'-enil-4-pentindico

acido 2—(1l-metilpent-ll-enil)-4-penﬁn(')ico
acido 2-(11-metilpent-2‘-enil)-4—pentin()ico
acido 2-(11-metilpent—31-enil)-4-pentinéico
acido 2—(11-metilpent-4l-enjl)-4-pentin6ico
acido 2-(2"-metilpentil)-4-pentinoico

acido 2-(2'-metilpent-1 !_enil)-4-pentin6ico
acido 2-(2'-metilpent-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(21-meti]pent-3‘-enil)-4-pentinéico
acido 2-(2'-metilpent-4'-enil)-4-pentindico
acido 2-(3'-metilpentil)-4-pentin6ico

acido 2-(3'-metilpent-1'-enil)-4-pentin6ico

acido 2-(3’-metilpent-2‘-enil)-4-pentin('>ico




acido 2-(3'-metilpent-3 !_enil)-4-pentinoico
acido 2-(3'-metilpent-4'-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(4‘-metilpentil)—4—pentinéico

acido 2-(4'-metilpent- 1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(4‘-metilpent-21-enil)-4-pentinéico
acido 2~(4]-metilpent—3l-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(41-metilpent-41-enil)-4-pentinéico
acido 2-(1',1'-dimetilbutil)-4-pentindico

acido 2-(1',1'-dimetilbut-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1',1'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(1',2'-dimetilbutil)-4-pentindico

acido 2-(1',2'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1',2'-dimetilbut-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1',2'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1',3'-dimetilbutil)-4-pentindico

acido 2-(1',3'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1',3'-dimetilbut-2'-enil)-4-pentinéico
acido 2-(1',3'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentindico
acido 2-(2",2'-dimetilbutil)-4-pentindico

acido 2-(2',2'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentindico
acido 2-(2',3' -dimetilbutil)-4-pentindico

acido 2-(2',3'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentindico

acido 2—(21,3‘-dimeti]but—21-enil)—4-pentin()ico

9% %4
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acido 2-(2',3'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentindico
acido 2-(3",3'-dimetilbutil)-4-pentindico
acido 2-(3',3'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentinéico

acido 2-(1',1',2'-trimetilpropil)}-4-pentindico

acido 2-(1',1" ,21-111'metilprop-21 -enil)-4-pentinoico
acido 2-(1',21,2‘-tdmeti1propil)—4—pentin6ico
acido 2-n-heptil-4-pentindico

acido 2-(1'-metil-hexil)-4-pentinéico

acido 2-(2'-metil-hexil)-4-pentinéico

acido 2-(3'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(4'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(5'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(1',1'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(1',2'-dimetilpentil)-4-pentinoico
acido 2-(1',3'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(1',4'-dimetilpentil)-4-pentin6ico
acido 2-(2',2"-dimetilpentil)-4-pentinéico
acido 2-(2',3 |_dimetilpentil)-4-pentin6ico
acido 2-(2',4'-dimetilpentil)-4-pentinoico
acido 2-(3',3'-dimetilpentil)-4-pentinoico
acido 2-(3',4'-dimetilpentil)-4-pentindico

acido 2-(4' 4'-dimetilpentil)-4-pentinoico
p

acido 2-(1', 1! 2'-trimetilbutil)-4-pentindico




13.

14.

15.

16.

17.

acido 2-(1',1',3'-trimetilbutil)-4-pentindico
acido 2-(1',2",3'-trimetilbutil)-4-pentindico
acido 2-(2',2" 3" -trimetilbutil)-4-pentindico

acido 2-(2',3',3'-trimetilbutil)-4-pentindico.

Utilizagdo dos compostos de acordo com a reivindicagdo 12, em que 0os compostos
administrados as células neuronais sdo seleccionados entre o conjunto constituido por

acido 2-n-butil-4-pentindico, acido 2-n-pentil-4-pentinoico e acido 2-n-hexil-4-pentinoico.

Utilizagdo dos compostos de acordo com a reivindicagdo 13, em que 0 composto

administrado as células neuronais ¢ o acido acido 2-n-pentil-4-pentinoico.

Utilizagdo dos compostos de acordo com a reivindicagdo 10 para a preparagdo de um
medicamento para a prevengdo ou para o tratamento de uma doenga neurodegenerativa
seleccionada entre o conjunto constituido por doenga de Alzheimer, doenca de Huntington,

ELA, doenga de Huntington, ataque subito, neuropatia diabética e trauma.

Utilizagdo dos compostos de acordo com a reivindicagdo 15, em que o simbolo R'

representa -C=CH e o simbolo R® representa um grupo -(CHp)1o-CHs.

Utilizagdo dos compostos de acordo com a reivindicagdo 16, em que 0 simbolo R'

representa -C=CH e o simbolo R representa um grupo -(CHz);.s-CHs.




18.

19.

20.

21.

Utilizagdo dos compostos de formula estrutural (I)

COOM

RI\)\ ®
R,

para a preparagdo de um medicamento para a inibigdo da mitose celular,

em que

o simbolo R! representa -C=CH,

o simbolo R representa um grupo alquilo(C;-Cso) saturado ou insaturado, ramificado ou
ndo ramificado, o qual ¢ facultativamente substituido com um grupo ciclo-hidrocarbonado
ou heterociclico (C3-Cy), alifatico ou aromatico, que compreenda 3 a 9 atomos; e

o simbolo M representa um atomo de hidrogénio ou um atomo de um metal;

e os seus sais farmaceuticamente aceitaveis.

Utilizagdo dos compostos de acordo com a reivindicagdo 18, em que o simbolo R'

representa -C=CH e o simbolo R’ representa um grupo -(CH;)1.o-CHs.

Utilizagdo dos compostos de acordo com a reivindicagio 19, em que o simbolo R'

representa -C=CH e 0 simbolo R? representa um grupo -(CH,)3.s-CHs.

Utilizagio dos compostos de acordo com a reivindicagdo 18, em que os compostos
administrados as células proliferativas so seleccionados entre 0 conjunto constituido por:
acido 2-n-prop-1'-enil-4-pentinéico

acido 2-n-prop-2'-enil-4-pentindico

acido 2-i-propil-4-pentindico




acido 2-i-propenil-4-pentindico

acido 2-n-butil-4-pentindico

acido 2-n-but-1'-enil-4-pentindico

4cido 2-n-but-2'-enil-4-pentindico

acido 2-n-but-3'-enil-4-pentindico

acido 2-n-prop-1'-enil-4-pentindico

acido 2-(1'-metilbutil)-4-pentindico

acido 2-(1 |_metilprop-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1 |_metilprop-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(2'-metilpropil)-4-pentindico
acido 2-(2'-metilprop-1 !_enil)-4-pentindico
acido 2-(2l-metilprop-Z1-enjl)-4~pentin6ico
acido 2-terc-butil-4-pentindico

acido 2-n-pentil-4-pentin6ico

acido 2-(1'-metilbutil)-4-pentindico

acido 2-(2'-metilbutil)-4-pentindico

acido 2-(3'-metilbutil)-4-pentindico

acido 2-(1',1'-dimetilpropil)-4-pentindico
acido 2-(1',2'-dimetilpropil)-4-pentindico
acido 2-(2',2'-dimetilpropil)-4-pentindico
acido 2-n-hexil-4-pentindico

acido 2-n-hex-1'-enil-4-pentindico

acido 2-n-hex-2'-enil-4-pentindico




«d

acido 2-n-hex-3'-enil-4-pentindico

acido 2-n-hex-4'-enil-4-pentinodico

acido 2-n-hex-5'-enil-4-pentindico

acido 2-(1'-metilpent-1 !_enil)-4-pentindico
acido 2-(1 |_metilpent-2'-enil)-4-pentindico
acido 2—(1'-metilpent-3l-enil)-4-pentinéico
acido 2—(11-meﬁlpent-41—enil)-4-pentinc’)ico
acido 2-(2'-metilpentil)-4-pentin6ico

acido 2-(2'-metilpent-1 !_enil)-4-pentindico
acido 2-(21-metilpent-21-enil)—4-penu'n()ico
acido 2-(2'-metilpent-3 !_enil)-4-pentindico
acido 2-(2‘—metilpent-41-enil)-4-penﬁn<')ico
acido 2-(3'-metilpentil)-4-pentin6ico

acido 2-(3'-metilpent-1 !_enil)-4-pentindico
acido 2-(3'-metilpent-2'-enil)-4-pentindico
acido 2-(3l-metilpent-3‘—enil)—4—pentin6ico
acido 2-(3‘-metilpent-4‘-enil)—4-pentinéico
acido 2-(4'-metilpentil)-4-pentindico

acido 2-(4'-metilpent-1 !_enil)-4-pentindico
acido 2-(41-metilpent-21-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(41-metilpent-3‘-enil)-4-pentinéico
acido 2-(4'-metilpent—4‘-enil)-4—pentinéico

acido 2-(1',1'-dimetilbutil}-4-pentin6ico




¥

acido 2-(1',1'-dimetilbut-2'-enil)-4-pentinéico
acido 2-(1',1'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1',2'-dimetilbutil)-4-pentinéico

acido 2-(1',2'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentinbico
acido 2-(1',2'-dimetilbut-2'-enil)-4-pentinéico

acido 2-(1‘,21-dimetilbut-3 !_enil)-4-pentindico

acido 2-(1',3'-dimetilbutil)-4-pentin6ico
acido 2-(1",3'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentinéico
acido 2-(1' 3" -dimetilbut-2'-enil)-4-pentindico
acido 21", 3'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentinéico
acido 2-(2‘,21-djmetilbutil)-4-pentin6ico
acido 2-(2',2'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentindico
acido 2-(2',3'-dimetilbutil)-4-pentin6ico
acido 2-(2",3'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentinéico

acido 2-(21,31-dimetilbut-21-enjl)—4—pentinc’)ico

acido 2-(2",3'-dimetilbut-3'-enil)-4-pentin6ico
acido 2-(3",3'-dimetilbutil)-4-pentinoico

acido 2-(3",3'-dimetilbut-1'-enil)-4-pentindico
acido 2-(1', 1! 2'-trimetilpropil)-4-pentinoico

acido 2-(1',1',2"-trimetilprop-2'-enil)-4-pentinbico
acido 2-(1',2',2"-trimetilpropil)-4-pentindico

acido 2-n-heptil-4-pentin6ico

acido 2-(1'-metil-hexil)-4-pentindico




Y

22.

acido 2-(2'-metil-hexil)-4-pentinico

acido 2-(3'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(4'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(5'-metil-hexil)-4-pentindico

acido 2-(1',1'-dimetilpentil)-4-pentinoico
acido 2-(1',2'-dimetilpentil)-4-pentinoico
acido 2-(1',3'-dimetilpentil)-4-pentinoico
acido 2-(1'4'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(2',2"'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(2",3'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(2',4'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(3',3'-dimetilpentil)-4-pentinoico
acido 2-(3',4'-dimetilpentil)-4-pentin6ico
acido 2-(4',4'-dimetilpentil)-4-pentindico
acido 2-(1', 1! 2'-trimetilbutil)-4-pentindico
acido 2-(1',1',3-trimetilbutil)-4-pentindico
acido 2-(1',2" 3'-trimetilbutil)-4-pentindico

acido 242" 2,3 !_trimetilbutil)-4-pentin6ico

acido 2-(2',3' 3'-trimetilbutil)-4-pentinoico.

Compostos de acordo com a reivindicagdo 21, os quais sdo seleccionados entre 0 conjunto

constituido por acido 2-n-butil-4-pentinéico, acido 2-n-pentil-4-pentindico e acido 2-n-hexil-

-4-pentindico.

74




. 18
23. Compostos de acordo com a reivindicagdo 22, em que o composto administrado as

células proliferativas € o acido acido 2-n-pentil-4-pentindico.

24. Utilizagdo dos compostos de acordo com a reivindicagdo 19, em que as células mitoticas

derivam da crista neural.

25. Utilizagdo dos compostos de acordo com a reivindicagdo 19, em que as células mitdticas

se encontram presentes no sistema nervoso central.

Lisboa, 25 de Julho de 2001

O Agente Oficial da Propriedade Industrial
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JOSE DE SAMPAIO
A.O.P.1.
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