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(57) Resumo: Patente de Invengao: USO DE COMPOSTO OU DE
ENANTIOMERO OU SAL OU ESTER FARMACEUTICAMENTE
ACEITAVEL DO MESMO PARA TRATAR EPILEPTOGENESE,
COMPOSICAO FARMACEUTICA E KIT. A presente invencéo refere-
se a usos para prevenir, tratar, reverter, inibir, ou interromper a
epileptogénese em um sujeito compreendendo administrar ao sujeito
que necessite do mesmo uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um composto selecionado entre o grupo consistindo em Férmula (1) e
Férmula (II), ou um sal ou éster farmaceuticamente aceitavel do
mesmo: em que fenila é substituida em X com um a cinco atomos de
halogénio selecionados entre o grupo consistindo em flaor, cloro,
bromo e iodo; e, Ry, Ry, R3, R4, Rs e Rg séo selecionados de modo
independente entre o grupo consistindo em hidrogénio e C,-C, alquila;
em que C;-C,4 alquila é opcionalmente substituida com fenila (em que
fenila é opcionalmente substituida com substituintes selecionados de
modo independente entre o grupo consistindo em halogénio, C-C,
alquila, C4-C4 alcoxi, amino, nitro e ciano).



10

15

20

25

30

P16/ %0 (0-0

Relatério Descritivo da Patente de Inven¢do para "USO DE
COMPOSTO OU DE ENANTIOMERO OU SAL OU ESTER FARMACEUTI-
CAMENTE ACEITAVEL DO MESMO PARA TRATAR EPILEPTOGENESE,
COMPOSICAO FARMACEUTICA E KIT".

Antecedentes da Invencéao

Campo da Invencao
A presente invencdo refere-se de modo geral, aos campos de

farmacologia, neurologia e psiquiatria. Em particular, a presente inveng¢ao
refere-se a Usos para tratar, prevenir, reverter, interromper ou inibir o desen-
volvimento e a maturagdo de ataques apopléticos ou distlrbios relacionados
com ataques apopléticos. Mais especificamente, esta invengao proporciona
Usos para o uso de alguns compostos de carbamato para tratar, prevenir, re-
verter, interromper ou inibir terapéutica ou profilaticamente a epileptogénese.

Descricdo da Técnica Relacionada

LesBes ou trauma de varios tipos do sistema nervoso central (CNS)
ou do sistema nervoso periférico (SNP) podem produzir disturbios e sintomas
neurolégicos e psiquiatricos profundos e duradouros. Um mecanismo comum
para a producéo destes efeitos é a indugéo de atividade de ataque apoplético
ou fendémenos semelhantes a ataque apoplético no sistema nervoso central ou
nos nervos e ganglios do sistema nervoso periférico. Sintomatico de disturbios
paroxismicos na atividade elétrica do sistema nervoso central ou do sistema
nervoso periférico, acredita-se que ataques apopléticos ou mecanismos neuro-
l6gicos semelhantes a ataque apoplético fundamentam muitos dos fenémenos
patolégicos em uma ampla variedade de disturbios neuroldgicos e psiquiatricos.

Uma condi¢do neuroldgica grave caracterizada por ataques a-
popléticos é epilepsia. Epilepsia é um distdrbio comum mas devastador que
afeta mais de dois e meio milhdes de pessoas somente nos Estados Unidos.
O termo epilepsia se refere a um disturbio da fungéo cerebral caracterizado
pela ocorréncia periédica e imprevisivel de ataques apopléticos (Vide, The
Treatment of Epilepsy, Principles & Practice, Third Edition, Elaine Wyllie,
M.D. Editor, Lippincott Williams & Wilkins, 2001; Goodman & Gilman’s The
Pharmacological Basis of Therapeutics, 9" edition, 1996). Ataques apopléticos
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que. ocorrem sem provocagao evidente sdo classificados como epilépticos.
Um suijeito é tipicamente considerado como sofrendo de epilepsia ao sofrer
dois ou mais ataques apopléticos que ocorrem com mais de 24 horas de
diferenga. |

Clinicamente, um ataque epiléptico resulta de uma descarga
elétrica suibita e anormal originaria de um conjunto de neurdnios interconec-
tados no cérebro ou alhures no sistema nervoso: Dependendo do tip'o de
epilepsia envolvida, a atividade das células nervosas resultante pode ser
manifestada por uma ampla variédade de sintomas clinicos tais como mo-
vimentos mdtores incontrolaveis, alteragdes no nivel de consciéncia dos pa-
cientes e similares.

Com base em fenémenos clinicos e encefalograficos, séao reco-
nhecidas quatro subdivisées‘de epilepsia: epilepsia de grande mal (com os
subgrupos: generalizada, focal, jacksoniana), epilepsia de pequeno fnal, epi-
lepsia do lobo temporal ou psicomotora (com os subgrupos: 'psicomotora
propria ou ténica com movimentos adversivos ou de torsdo ou fenémenos .

‘mastigatorios, automéatica com amnésia, ou sensorial com alucinagdes ou

estados de sonho) e epilepsia diencefalica ou autdnoma (com rubor, palidez,
taquicardia, hipertensdo, perspiragdo ou outros sintomas viscerais).

Apesar da epilepsia ser um dos principais exemplos de um dis-
tarbio 'relaciona'do com ataque apoplético, uma ampla variedade de sinto-
mas e dist_ljrbios neuroldgicos e psiquiatricos podem ter, como sua etiologia,
ataques apopiéticos ou fenémeno neurolégico semelhante a relacionado
com ataque apoplético. Em termos’ simples, um ataque apoplético ou um
fenémeno neurolégico semelhante a relacionado com ataque apoplético é
um unico evento clinico distinto provocado por uma descarga elétrica exces-
siva de um conjunto de neurdnios ou um grupo de neurdnios suscetiveis a
ataque apoplético através de um processo denominado "ictogénese." Deste
modo, atadues apopléticos ictogénicos podem ser meramente o sintoma de
uma doenga. No entanto, epilepsia e outros distﬁrbiog relacionados com a-
taques apopléticos analogos sdo doengas dindmicas e frequentemente pro-
gressivas, com um processo de maturagdo caracterizado por uma sequéncia
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complexa e insuficientemente entendida de transformagdes patoldgicas.

O desenvolvimento e a maturagdo de similares alteragdes é o
processo de "ebileptogénese", por meio do qual o maior conjunto de neurd-
nios que é o cérebro normal é alterado e subsequentemente se torna susce-
tivel a descargas elétricas anormais, espontaneas, Subitas; recorrentes e
excessivas, isto é, .ataques apopléticos. A maturagéo do processo epileptogéni-
co resulta no desenvolvimento de um "foco epileptogénico*, por meio do qual os
conjuntos de neurénios com descargas anormais ou neurdnios suscetiveis a
ataques apopléticos formam grupos localizados ou “zonas epileptogénicas"
espalhadas por todo o0 o tecido cortical. As zonas epileptogénicas sao bio-
quimicamenté interconectadas de tal modo que uma descarga }icfog_énica
anormal é capaz de formar cascata de zona para zona. A medida que a epi-‘ |
leptogénese progride, as areas envolvidas do sistema nervoso se tornam
mais suscetiveis a um ataque apoplético e se tornam mais faceis para ser
disparado um ataque apoplético, resultando em sintomas progressivamente
debilitantes do ataque apoplético ou disturbio relacionado com ataque apd-
plético.

- Apesar da ictogénese e a ep_ileptogénese poderem ter uma ori-
gem comum em alguns caminhos neuronais comuns e fenémenos bioquimi-
éos em vérias doengas, os dois processos ndo sdo idénticos. ictogénese é a
iniciacdo e propagagdo de um ataque apoplético em um tempo e espago
distintos, um evento elétrico / quimico rapido e definitivo que ocorre durante
um penodo de tempo variando de segundos a minutos.

Comparatlvamente epileptogénese é um processo de reestrutu-
ragdo neuronal ou bioquimico gradual por meio do qual o cérebro normal é .
transformado por eventos ictogénicos em um cérebro epileptogenicamente
focalizédo, tendo conjunto de circuitos neuronais que se tornam' sensibiliza-
dos e responsivos a eventos ictogénicos, tornando um individuo cada vez
mais suscetivel a recorréncia de ataques apopléticos espontaneos, episédi-
cos, limitados no tempo, r?asultando em sintomas progressivamente debili-
tantes do ataque apoplético ou disturbio relacionado com ataque apoplético

e progressiva nédo-responsividade a tratamento. A maturagdo de um "foco
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epileptogénico” é um lento processo bioquimico e/ou estrutural que geral-
mente ocorre durante meses a anos. |

Epileptogénesé: Uma Processo de Duas Fases:

“Epileptogénese Fase 1" é a iniciagdo do processo epileptogéni- -
co antes do prirheiro ataque epiléptico ou ataque apoplético de um disturbio
relacionado com ataque apoplético anélogo, e é freqiientemente o resultado
de algum tipo de les@o ou trauma do cérebro, isto é, derrame, doenga' (por
exemplo, infecgdo tal como meningite), ou trauma, tal como um golpe aci-
dental para a cabega ou um procédimento cirurgico realizado no cérebro.

4 "Ep_ileptogénese Fase 2" se refere ao processo durante o qual o
tecido cerebral que ja é suscetivel a ataques epilépticos ou ataques apoplé-
ticos de um disturbio relacionado com ataque apoplético anélogo, se torna
ainda mais suscetivel a ataques apopléticos de crescente freqiiéncia e/ou -
seVerida_de e/ou se torna menos responsivo a tratamento. |

Apesar dos processos envolvidos na epileptogénese nao terem
sido definitivamente identificados, alguns pesquisadores acreditam que este- .

_ja envolvida a regulagdo para cima de ligagdo excitatéria entre neurdnios,

mediada por,réceptores de N-metil-D-aspartato (NMDA). Outros pesquisado-
res implicam a regulagdo para baixo de ligagdo inibitdria entre neurénios,
mediada por receptores de acido gama-amino-butirico. (GABA). Muitos outros
fatores podem estar enVOIvi'do's neste processo relativos a presenga, 'concen-
tragéo ou atividade de NO (éxido nitrico) ou ions ferro, calcio ou zinco.'
Embora raramente os ataques epilépticos sejam fatais, grandes
nimeros de pacientes requerem medicag¢ao para evitar as conseqiéncias
disruptivas, e potencialmente perigosas dos ataques apopléticos. Em muitos
casos, a medicagao usada para tratar os ataques epilépticos ou ataques
apopiéticos de um disturbio relacionado com ataque apoplético analogo é
requerjda por periodos de tempo prolongados, € em alguns casos, um paci-
ente deve continuar a tomar os farmacos de prescrigao referidos por toda a
vida. Além disso, os farmacos referidos somente podem ser usados para o

tratamento de sintomas e tém efeitos colaterais associados com uso crénico

e prolongado.



10

15

20

25

30

. Uma ampla variedade de farmacos disponiveis para o tratamen-
to de atadues epilépticos incluem agentes mais antigos tais como fenitoina,
valbroato e carbamazepina (bloqueadores de canais i6nicos), bem como
agentes mais novos tais como felbamato, gabapentina, topiramato e tiagabi-

na. Além disso, foi reportado que a B-alanina tem atividade antiataque apo-
plético, atividade lmbltona de NMDA e atividade GABAérgica estimulatéria,

- mas n&o tem sido empregada clinicamente para tratar epilepsia.

Os farmacos aceltos para o tratamento de epilepsia sao agentes
antlconvulsnvantes ou, mais adequadamente denommados farmacos antie-
pilépticos (AEDs), em que o termo "anti-epiléptico” é sinébnimo com "antiata-
que apopléticd" ou "antiictogénico". Estes farmacos suprimem terépeutica-'
mente ataques apopléticos bloqueando a iniciagdo de um unico ictogénico.
Mas se acredita que eles ndo sejam profilatica ou terapeuticamente eficazes
para influenciar a epileptogénese. |

' No tratamento de ataques apopléticos para disturbios- reIamona-
dos com ataques apopletlcos analogos, isto €, para doengas € distarbios
com fenémenos neurolégicos semelhantes a ataques apopléticos que apa-
rentemente podem ser relacionados com disturbios de ataques apopléticos,
tal como alteragdo de humor no Disturbio Bipolar,'comportamento impulsivo
ém pacientes com Distarbios de Controle de Impulso ou para ataques apo-'
pléticos resultantes de les&o cerebral, alguns AEDs também podem ser uteis
terapeuticamente. No entanto, ‘eles igualmente sdo incapazes de prevenir
profllatlca ou terapeuticamente o desenvolvimento inicial ou a maturacao
progressnva de epileptogénese para um foco eplleptogemco que também
caracteriza disturbios relacionados com ataques apopléticos analogos.

Os mecanismos patoldgicos pobremente compreendidos que
fundamentam a epileptogénese com certeza tém um papel no desenvolvi-
mento da epilepsia e de distirbios relacionados com ataques apopléticos
analogos sob uma variedade de circunstancias clinicas incluindo desenvol-
vimento esponténeo ou em consequléncia de lesédo ou trauma de muitos ti-
pos para 0 sistema nervoso central ou periférico. ‘

O tratamento atual da epilepsia esta focalizado na supressao de
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atividade de ataque apoplético administrando AEDs depois que se desen-

volveu epilepsia clinica patente. Embora os AEDs tenham efeitos positivos
na supressao de ataques apopléticos, podem ser universalmente sem éxito
na prevengdo da epileptogénese, isto é, o desenvolvimento ou progressao

- de epilepsia e outras doengas como ataques apopléticos relacionados.

Mesmo pré-tratamento com AEDs nao previne o desenvolvimento de epilep-
sia depois de lesao ou trauma do sistema néervoso. Além disso, se a terapia
com AEDs for desconﬁriuada, 0s ataques apopléticos tipicamente recidivam
e, em casos infelizes, pioram corh o tempo. Atualmente, nao ha método efi-
caz conhecido para tratar, prevenir, reverter, interromper ou inibir o inicio
e/ou a progresséo da epilepsia.

~Além disso, também se acredita que mecanismos neuroldgicos

~ similares correspondentes a epileptogénese podem estar envolvidos na evo-

lugdo e no desenvolvimento de muitos disturbios relacionados com ataques
apopléticos clinicamente analogos a epilepsia que ndo parecem ser paten-

temente "epilépticos", tais como o desenvolvimento inicial e progressiva pio-

" ra observados no estado de doenca madura no Disturbio Bipolar, Distarbios

de Contrble de Impulso, .Disturbios 'Obsessivo-CompuIsivos; Disturbios Es-
quizoafetivos e outros Distiirbios Psiquiatricos. |

' Portanto, apesar dos numerosos farmacos disponiveis para o
tratamento de epilepsia (isto é, através da supresséo do ictus epilepticus,
isto é, as _convulsée‘s associadas com ataques epilépticos) e outros }distt]r-
bios relacionados com ataques apopléticos analogos, ndo ha farmacos acei-

" tos de modo geral para tratar, prevenir, reverter, interromper'ou inibir o pro-

cesso subjacente da epileptogénese que 'pode ser etiolégico em muitos dis-
tarbios neuroldgicos e psviquiétricos devastadores tais como epilepsia' e dis-
turbios relacionados com ataques apopléticos analogos. '

| Atualmente, ndo ha métodos conhecidos Apara inibir o processo
epileptogénico para previnir o desenvolvimento de epilepsia ou outros dis-
turbios relacionados com ataques apopléticos analogos em pacientes os
quais ainda n@o apresentaram clinicamente sintomas dos mesmos, mas 0s

quais tém a doenga sem saber ou estdo em risco de desenvolver a doenca.
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ALém disso, ndo ha métodos conhecidos para previnir o desenvolvimento de
ou reverter o processo de epileptogénese, deste modo convertendo os con-
juntos de heurénios em uma zona epileptogénica a qual tenha sido a fonte
de ou sejam suscetiveis ou sejam capazes de participar em atividade de a-
taque apoplético em tecido nervoso que nao apresehta descargas elétricas
anormais, espontaneas, subitas, recorrentes ou excessivas ou ndo € susce-
tivel a ou capaz de similar atividade de ataque apoplético. Além disso, nao
ha medica¢des aprovadas ou ndo aprovadas como tendo semelhantes pro-
priedades anti-epileptogénicas, isto é, farmacos verdadeiramente antiepilep-
togénicoss (AEGDs) (Vide, Schmidt, D. and Rogawski, M. A., Epilepsy Re-
search, 2002, 50; 71-78). -
Portanfo, ha uma grande necessidade dé desenvolver farmacos
e métodos de tratamento seguros e eficazes que tratam, previnem, inter#'

rompem, inibem e revertem de modo eficaz epileptogénese em disturbios

“neurolégicos e/ou psiquiatricos relacionados com ataque apoplético.

Sumario da Invencao

Esta invencéo se refere, em parte, a métodos e compostos uteis
para o tratamento e/ou a prevengao, interrpugé'o, inibigdo e reverséao da epi-
leptogénese em um paciente o'qual pode mas nao precisa ter os sintomas
de epilepsia e/ou um disturbio relacionado com ataque apoplético analogo.

Esta invengdo se baseia, em parte, na inesperada descoberta
de que alguns compostos de cérbamato, os quais sdo AEDs eficazes e po-
dem suprimir ataques epilépticos sdo, além disso, poderosamente antiepi-
Ieptogéhicoss e podem prevenir a ocorréncia do desenvolvimento e matura-
¢ao das alteragdes patoldgicas no sistema n‘ervdso que permitem que ata-
ques apopléticos e fenémenos relacionados se desenvolvam e/ou se espa-
lhem e podem reverter estas alteragoes. Portanto, os compostos de carba-
mato da presente invengédo, conforme usado nos métodos desta invengao,
sdo AEGDs verdadeiros e tém propriedades ndo possuidas por qualquer
medicaggo atualmente disponivel ou AED. |

Porténto, em um aspecto, a invengdo proporciona um método

para tratar e prevenir ataques apopléticos e disturbios relacionados com a-
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taques apopléticos em um sujeito que necessite do mesmo. Em outro as-
pecto, a invengao proporciona um método para interromper, 'in'ibir e reverter
a epileptogénese no sujeito. O método inclui a etapa de administrar profilati-
ca ou terapeuticamente ao sujeito que'necessite do mesmo uma quantidade -
eficaz de um composto de carbamato que trata, previne, interrompe, inibe e
reverte epileptogénese no sujeito. ' | |

Em varias modalidades, a invengdo proporciona métodos para
tratar, prevenir, reverter, interromper ou inibir a epileptogénese. Em algumas
modalidades, estes métodos compreendem administrar uma quantidade pro-
filatica ou terapeuticamente eficaz de um composto de carbamato ao sujeito.

Por conseguinte, a presente invengédo proporciona métodos para

tratar, prevenir, interromper, inibir e reverter a epileptogénese em um suijeito

“que necessite do mesmo compreendendo administrar ao sujeito uma quan-

tidade profilatica ou terapeuticamenté eficaz de uma composi¢ao que com-

preende no minimo um composto de Férmula 1 ou Férmula 2:

Férmula 1 Férmula 2

ou uma forma de sal ou éster farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em
que | |
R, ‘R2, R; e R4 sdo de modo independente hidrogénio ou C1-C4
alquila, em que |
4 C1.C, alquila é substituida ou nao-substituida com fenila, e em
que fenila é substituida ou ndo-substituida com até cinco substituintes sele-
cionados de modo independente entre halogénio, C1.C4 alquila, C4.C4 alcoxi,
amino (em que amino é opcionalmente mono ou dissubstituido com C;.Cq4
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alquila), nitro ou ciano; e Xj, Xz, X3, X4 € Xs s@o de modo independente hi-
drogénio,' flaor, cloro, bromo ou iodo.

Modalidades da presente invengé@o incluem um composto de
Férmula 1 ou Formula 2 em que X, X2, Xa, X4 € Xs s@o selecionados de mo-
do independente entre hidrogénio, fltor, cloro, bromo ou iodo.

Em algumas modalidades, Xy, X2, X3, X4 € Xs s@0 selecionados

- de modo .independente entre hidrogénio ou cloro. Em outras modalidades,

X1Aé selecionado entre fltor, cloro, bromo ou iodo. Em outra modalidade, X
é cloro, e Xz, X3, X4 € X5 s@0 hidrogénio. Em outra modalidade, Ry, Rz, Rz e
R4 sé@o hudrogenuo ' B

A presente invengao propocuona enantibmeros de Formula 10u
Férmula 2 para tratar epileptogénese em um sujeito que necessite do mes-
mo. Em algumas modalidades, um composto de Férmula 1 ou Férmula 2

esatra sob a forma de um unico enantidmero do mesmo. Em outras modali-

“dades, um composto de Formula 1 ou Férmula 2 estaré sob a forma de uma

mistura enantiomérica na qual um enantibmero predomina com respeito a

outro enantibmero.

" Em outro aspecto, um enantiémero predomina em uma faixa de
a partir de cerca de 90% ou mais. Em um aspecto adicional, um enantiéme-
fo predomina em uma faixa de a partir de cerca de 98% ou mais.

A presente invengdo também proporciona métodos compreen-
dendo administrar ao sujeito uma quantidade profilatica ou terapeuticamente
eficaz de uma composi¢do que compreende no minimo um composto de
Formula 1 ou Formula 2em que R, Ro, Rs e R4 580 selecionados de modo
independente entre hidrogénio ou C4-C4 alquila; € Xy, Xz, X3, X4 € Xs sao sele-
C|onados de modo independente entre hidrogénio, fltior, cloro, bromo ou iodo.

Em modalidades da presente invengdo, antes de admlnlstragao
profilatica ou terapéutica da composigao ao sujeito, sera feita uma determi-
nacdo quanto a se ou ndo o individuo sofre de epilepsia ou de um disturbio
relacionado com ataque apoplético analogo ou é considerado como estando
em um alto riscd para o desenvolvimento de similares ataques apopléticos

ou disturbios relacionados com ataques apopléticos.
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A presente-invengdo também proporciona métodos para identifi-
car um sujeito que necessite de administragdo profilatica ou terapéutica de
uma composicdo antiepileptogénica, em QUe o individuo sofre de epilepsia
ou de um disturbio relacionado com aiaque apoplético analogo ou é consi- -
derado como estando em um alto risco de desenvolver epilepsia ou em que
o] in_dividuo necessita de tratamento com um AEGD. A presenfe invengao

proporciona métodos compreendendo. administrar profilatica ou terapeuti-

- camente ao sujeito uma composicdo que compreende no minimo um com-

posto tendo Férmula 1 ou Férmula 2.
‘ Em algumas modalidades da presente invengao, uma quantida-
de profllatlca ou terapeutlcamente eflcaz de um composto de Formula 1 ou

Férmula 2 para o tratamento de epileptogénese esta em uma faixa de a par-

tir de cerca de 0, 01 mg/Kg/dose a cerca de 150 mg/Kg/dose.

Em algumas modalldades uma quantidade profllatlcamente ou
terapeuticamente eficaz de uma_ composigdo farmacéutica para prevenir,
tratar reverter, mterromper ou inibir a epileptogénese compreendendo um .

~OuU mais dos enantiémeros de um composto de Férmula 1 ou Férmula 2 que

inclui um sal ou éster farmaceuticamente aceitavel do mesmo em mistura com
um veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitivel, por meio do qual uma
composi¢do é administrado ao sujeito que necessite de tratamento com um
AEGD. Composicdes farmacéuticas compreendendo no minimo um composto
tendo F()rmula 1 ou Férmula 2 e um ou mais excipientes farmaceuticamente
aceltavens sdo administradas a um sujeito que necessite do mesmo.

Em algumas modalidades, um sujeito ou pamente que necessite
de traiamento com um AEGD pode ser um que ainda néo tenha apresenta-
dos os sintomas de epilepsia ou um disturbio relacionado com ataque apo-
plético analogo antes do momento de administragao. |

’ Em outro aspecto, sera determinado se o individuo ou paciente
esta em risco de desenvolver epilepsia ou um distarbio relacionado com a-
taque apoplético analogo por ocasido da administragédo e deste modo sera
um suijeito, isto é, um paciente que necessite de tratamento com um AE_GD.
Em outras modalidades, o individuo que necessite do mesmo é um individuo
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' que apresentou os sintomas de epilepsia (por exemplo, ataques apopléticos

patente) ou um distdrbio relacionado com ataque apoplético anéalogo (por
exemplo, alteracdo de humor, comportamento impulsivo e similares) antes
ou por ocasido da administragéo. | |
Breve Descricdo das Figuras

A figura 1: é um grafico que mostra os efeitos de doses cres-

- centes de TC sobre o nimero de neurénios em diferentes areas do hipo-

campo contadas em 14 dias depois de estado epiléptico induzido por li-pilo.
Os valores sdo expressados como o nimero de corpos celulares neuronais
em cada area de interesse + S.E.M. L _

A fugura 2 : é um grafico que mostra os efeitos de doses cres--'
centes de TC sobre o nimero de neurénios em diferentes nucleos da ami-
dala contados em 14 dias depois de estado epiléptiéo induzido por li-pilo. Os
valores sdo expressados como o nimero dé corpos celulares neuronais em
cada area de interesse + S.E.M. ‘

A figura 3: é um grafico que mostra os efeitos de doses crescen- '

tes de TC sobre o numero de neurbnios em diferentes nucleos do talamo

contados em 14 dias depois de estado epiléptico induzido por li-pilo. Os va-
lores sdo expressados como o nGmero de COrpos celulares neuronais em
cada area de interesse Os valores sdo expressados como o numero de cor- -
pos celulares neuronais em cada area de interesse + S.E.M.

A figura 4: é um grafico que mostra os efeitos de doses crescen-
tes de TC sobre o nimero de neurdnios em diferentes areas do cortex con-
tados erh 14 dias depois de estado epiléptico induzido por li-pilo. Os valores
sdo expressados como o numero de corpos celulares neuronais em cada
area de interesse = S.E.M. '

A figura 5: é um grafnco que mostra os efeitos de doses crescen-
tes de TC sobre a Iatencla para o primeiro espontaneo ataque apoplético.
Os valorés sao expressados como a laténcia média em dias para cada gru-
poxS.EM.

A figUra 6: é um grafico que mostra os efeitos de doses crescen-

tes de TC sobre a freqiéncia de ataques apopléticos espontaneos registra-
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dos.em video durante um periodo de 4 semanas. Os valores sdo expressa-

dos como o numero médio de ataques apopléticos + S.E.M. O total repre-
senta o numero total de a‘taques apopléticos observados durante as 4 se-
manas de registro em video e a média representa 0 nimero ‘m'édio de ata--
ques"apoplét'icos por semana. O teste Anova demonstrou um efeito do tra-
tamento sobre o numero total de ataques apopléticos (p = 0,045) € o nume- |
ro médio de ataques apopléticos por semana (p = 0,045). | |

A figura 7: mostra o numero total de ataques apopléticos regis-

~ trados em video durante quatro semanas plotados de acordo com a laténcia
10

para o primeiro ataque apoplético esponténeo (SL = laténcia curta, LL = la-
téncia longa). Os valores sdo expressados como 0 ntﬁ]mero‘médio de ata-
ques apopléticos para cada subgrupo + S.E.M. O teste ANOVA néo apre-

- sentou qualquer efeito significativo do tratamento.

A figura 8: mostra a correlagéo entre a laténcia para o primeiro
ataque apoplético esponténeo e 0 nimero total de ataques apopléticos ob-

servados durante as quatro semanas seguintes.

Descricdo Detalhada da Invencéo

Os Compostos de Carbamato da Invengao

A presente invengao proporciona métodos para usar monocar-
bomatos e dicarbamatos de 2-fenil-1, 2-etanodiol no tratamento /-na preven-

.. ¢gaode epileptogénese.

- Compostos de carbamato representativos de acordo com a pre--

sente invengao incluem aqueles tendo Férmula 1 ou Férmula 2:
. , . R

X, OH

Férmula 1
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Formula 2

em que: 7

Ry, Rz, Rs, € R4 sdo, de modo independente, hidrogénio ou Cs-
C, alquila e X4, Xz, X3, X4, © X5 sdo, de modo independente, hvdrogemo fla-
or, cloro bromo ou iodo. ,

' "C1 C, alquila® conforme usado aqui se refere a hldrocarbonetos_
alifaticos _substutundos ou nao-substituidos tendo de 1 a 4 atomos de carbo-
no. Especificamehte incluidos dentro da definigéo de "alquila” estdo os hi-
drocarbonetos alifaticos que sdo opcionaimente substituidos. Em uma mo-
dalidade preferencial da presente invengdo, a C4-Cs alquila € ou nao-
substituida ou substituida com fenila. | ’

o) termo “fenila”, conforme usado aqui, quer usado somente ou
como parte de outro grupo, é definido como um grupo de anel hidrocarbone-
to aromatico substituido ou ndo-substituido tendo 6 atomos de carbono. Es-
pecificamente incluidos dentro da defihigéb de "fenila" estao os grupos fenila
que sdo opcionalmente substituidos. Por exemplo, em uma modalidade pre-
ferencial da presente invengdo, o grupo "fenila" é ou ndo-substituido ou
substituido com halogénio, C4-C4 alquil, C1-C4 alcéxi, amino, nitro, ou ciano.

Em uma modalidade preferencial da presente invengdo, X é
fltor, cloro, bromo ou iodo e Xz, X3, X4, € Xs sao hidrogénio.

Em outra modalidade preferencial da presente invengéo, X1, Xa,

Xs, Xa, € X5 s@0, de modo independente, cloro ou hidrogénio.
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Em outra modalidade preferencial da presente invengéo, Ry, Rz,
Rs, e R4 sdo todos hidrogénio.

' E entendido que substituintes e padrdes de substituigdo sobre
os compostos da presente invengao podem ser selecionados por uma pes- -
5 soa versada na técnica para proporcionar compostos que sejam quimica-
mente estaveis e que possam ser prontamente sintetizados por técnicas co-

nhecidas na area bem como os métodos proporcionados aqui. |
Monocarbomatos e dicarbamatos de 2-Fenil-1, 2-etanodiol re-

presentativos incluem, por exemplo, os seguintes.compostos:

R,
X OH |
N
N\R,
O
R,
N, .
\Rz
0]

Férmula4



Cl

15

-
wutlillo
=

Ry |
0] N
\”/ \Rz
o |
Férmula 6
OH
H O\”/NH2

o)

Foérmula 7



10

15

20

16

NH,

Formula 8

Métodos adequados para »si'ntetizar e purificar compostos de
carbamato, incluindo enantidmeros de carbamato, usados nos métodos da
presente invengdo sao de conheci_mento geral dagueles versados na técni-
ca. Por exemplo, formas enantioméricas puras e misturas enantioméricas de
monocarbomatos e dicarbamatos de 2-fenil-1, 2-etanodiol sdo descritas nas
Patentes dos Estados Unidos NUmeros 5.8_54.283', 5.698.588, e 6.103.759',
cujas descrigdes séo aqui, incorporadas'po‘r meio de referéncia em sua tota- '

“lidade.

A presente invengao inclui o uso de enantidmeros isolados de
Férmula 1 ou Férmula 2. ' -

Em uma modalidade preferencial, uma composicdo farmacéuti-
ca compreendendo o S-enantiémero isolado de Férmula 1 é usada para tra-
tar épileptogénese em um sujeito.

Em outra modalidade preferencial, uma composicao farmacéuti-
ca compre’endendo o R-enantidmero isolado de Férmula 2 é usada para tra-
tar epileptogénese em um sujeito.

| Em outra modalidade, uma composigdo farmacéutica co'mbre-
endendo o S-enantiémero isolado de Férmula 1 e o R-enantiémero isolado
de Férmula 2 pode _sér usada para tratar epileptogénese em um sujeito.

A presente invengdo também inclui o uso de misturas de enanti-

dmeros de Férmula 1 ou Férmula 2. Em um aspecto da presente invengao,

- um enantidmero predominard. Um enantiémero que predomina na mistura é

um que esta presente na mistura em uma quantidade maior do que quais-
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quer dos outros enantibmeros presentes na mistura, por exemplo, em uma
quantidade maior do que 50%. Em um aspecto, um enantiomero predomina-
ra na extensdo de 90% ou na extensdo de 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97% ou 98% ou mais. Em uma modalidade preferencial, o enantiome-

ro que predomina em uma composi¢cdo compreendendo um composto de

Férmula 1 é o S-enantiémero de Férmula 1. Em outra modalidade preferen-

- cial, o enantibmero que predomina em uma composigao compreendendo um

composto de Férmula 2 é o R-enantiémero de Férmula 2.

Em uma modalidade preferencial da presente invencao, o enan-
tiomero que esta. presente como o Unico enantibmero ou como o enantiéme-
ro predomlnante em uma composicédo da presente invengao é representado ,

pela Férmula 3 ou Férmula 5, em que Xi, X2, X3, X4, Xs, R1, Rz, R3, € R4 880

- definidos como acima, ou pela Férmula 7 ou Férmula 8.

H R,

o

Férmula 5
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s

Cl

Il [e)

Férmula 7

NH,

Formula 8

A presente invengao proporciona métodos para usar enantiome-
ros e misturas enantioméricas de compostos representados pela Férmula 1
e pela Férmula 2 ou uma forma de sal ou éster farmaceuticamente aceitavel

 Um enantiémero de carbamato de Férmula 1 ou Férmula 2 con-
tém um carbono quiral assnmetnco na posugao benzilica, o qual é o carbono

- alifatico adjacente ao anel fenila.

~ Um enantiémero que é isolado é um enantibmero que é subs-
tancialmente livre do enantibmero correspondente. Deste _modo, um enanti-
émero isoladd se refere a um composto que é separado atraves de técnicas
de separagao ou preparado livre do enantidmero correspondente. "Substan-
cialmente Ii'\)_re" conforme usado aqui significa que o composto é composto
de uma proporgéo significativamente maior de um enantidmero. Em modali-
dades preferenciais, o composto inclui no minimo cerca de 90% em peso de
um enantidmero preferencial. Em outras modalidades da invengdo, o com-

posto inclui no minimo ¢cerca de 99% em peso de um enantidmero preferen-
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cial. Enantiémeros preferenciais podem ser isolados de misturas racémicas
por qualquer método de conhecimento daqueles versados na técnica, ihclu-
indo cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) e a formagao e cris-
talizacdo de sais quirais, ou enantiomeros preferenciais podem ser prepara-
dos por métodos d_esCritos aqui.

Métodos para a preparagao de enanfiémeros prefefenciais seri-

- am de conhecimento de uma pessoa versada na técnica e sao descritos, por

exemplo, em Jacques, et al., Enantiomers, Racemates and Resolutions (Wi-

-Iey Interscience, New York, 1981); Wilen, S.H., et ‘al'., Tetrahedron 33:2725

(1977); Eliel, E.L. Stereochemistry of Carbon Compounds (McGraw-Hill, NY,
1962); e Wilen, S.H. Tables of Resolving Agents and Optical Resolutions p.
268 (E.L. Eliel, Ed., Univ. of Notre Dame Press, Notre Dame, IN 1972). Adi-

' cionalmente, os compostos da presente invencdo podem ser preparados

conforme descrito na Patente dos Estados Unidos N 3.265.728 (cuja dés-

‘crigdo é aqui, incorporada por meio de referéncia em sua totalidade e:para

todos os fins), na Patente dos Estados Unidos No. 3.313.692 (cuja descrigéo
é aqui, in_corporada por meio de referéncia em sua totalidade e para todos
os fins), e as Patentes dos Estados Unidos previamente referidas N%°
5.854.283, 5.698.588, e 6.103.759 (cujas descri¢des sdo aqui, incorporadas
por meio de referéncia em sua totalidade e para todos os fins). -

O processo _epileptogénic,o geralmente consiste em duas}fvases.
O primeiro estagio epileptogénibo é conhecido como o estagio de leséo ou
insulto inicial. A lesdo ou insulto inicial é comUmenté uma lesdo que danifica
o] cérebfo causada por um ou mais de uma pluralidade de fatores possiveis
incluindo, por exemplo, lesao cerébral traumatica; infecgao do sistema ner-
voso central, tal como, por exemplo, meningite bacteriana, encefalite viral,
abscesso cerebral bacteriano ou neurocisticercose); doenga cerebrovascular
(tal como derrame ou tumor cerebral incluindo, por exemplo, gliomas malignos;
neurocirurgia (tal como, por exemplo, craniotomias); e estado epiléptico.

Em alguns casos, o insulto inicial sera uma consequéncia de
problemas do désenvolvime’nto antes do nascimento (tais como, mas nao-

limitados a, asfixia neonatal, trauma intracraniano durante o parto, disturbios
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metabélicos ou malformagodes cerebrais congénitas) ou em conseqiiéncia de
determinantes genéticos. ' |

0] Segundo esfégio epileptogénico é conhecido como o estagio
de laténcia. Os métodos da presente 'invengéo incluem administragdo profi--
latica ou terapé'utica de um composto de carbamato da presente invengao
ou no primeiro ou no segundo estagio epileptogénico ou precedendo estes

estagios para tratar, inibir, prevenir, interromper ou reverter o desenvolvi-

mento subseqiiente de epilepsia ou outro disturbio relacionado com ataque

apoplético analogo em um sujeito que necessite do mesmo.

o O segundo estégio epileptogénico inclui adicionalmente o pro-
cesso de reestruturagéo neuronal, a qual se caracteriza por ataques apoplé-

ticos recorrentes (por exemplo, epilepsia sintomatica) ou por sintomas apre-

‘sentados em disturbios relacionados com ataques apopléticos analogos. O

processo epileptogénico também pode ser observado entre pessoas sofren-
do realmente de epilepsia ou disturbios relacionados com ataques apopléti-
cos analogos. Por exemplo, ataques apopléticos experimentados por pesso-.

~as sofrendo de epilepsia sdo epileptogénicos se tenderem a provocar a o-

corréncia de ataques apopléticos subseqiientes mais provaveis.
- Em uma maneira similar, a reagao semelhante a ataque apoplé-

tico relacionada em disturbios neuroldgicos ou psiquiatricos analogos a epi-
~lepsia podem ser tornar cada vez mais grave com o tempo ou resistente a

tratamento & medida que o disturbio amadurece. Os métodos e compostos
da presente invengdo séo pretendidos para serem usados para tratar, pre-
venir, interromper, inibir ou reverter o processo de epileptogénese em seme-
Ihantes disturbios neurolégicos ou psiquiétricos analogous relacionados com
ataques apopléticos analogos também. |

Em 'algumas modalidades, epileptogénese fase 1 pode ser inici-
ada por fatores diferentes dos listados acima, tal como pela ingestdo de
compostos com potencial epileptogénico, por exemplo, medicagdes psico-
trépicas tais como, por exemplo, antidepressivos triciclicos, clozapina, e litio
e similares. Os métodos e compostos da presente invengdo também sdo

pretendidos para tratar, prevenir, interromper, inibir ou reverter o desenvol-
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vimento de epileptogénese a qual tenha sido iniciada por fatores os quais
tendem a aumentar o potencial para um sujeito se tornar epileptogénico.

. * Portanto, ao tratar epileptogénese, os métodos da invengéo po-
dem impedir o desenvolvimento de ataques apopléticos, particularmente
ataques epilépticos. Os métodos referidos portanto pbdem ser usados para

tratar e prevenir epilepsia e ataques epilépticos, reduzir o risco de desenvol-

- ver epilepsia, interromper o desenvolvimento de epilepsia (particularmente, o

desenvolvimento de conjuntos de neurdnios os quais sédo a fonte de ou séo

suscetiveis a ataque apoplético ictogénico), inibir o desenvolvimento e matu-

racdo de epilepsia (particularmente, o desenvolvimento de zonas epilepto-
génicas e foco epileptogénico), reduzir a gravidade da epilepsia erh um su- 
jeito e reverter o processo de epileptogénese na epilepsia. Além disso, tra-
tando, prevenindo, inibindo, interrompendo ou revertendo a epileptogénesé
de acordo com os métodos da presente invengéo, o desenvblvimento' bu
progressédo de disturbios neuroldgicos e/ou psiquiatricos analogos cuja etio-
Iogia é parcial ou totalmente baseada em um mecanismo de agéosemé-
lhante a ataque apoplético serdo tratados, prevenidos, inibidos, interrompi-
dos ou revertidos. | |
Definicoes _ ,
| Conforme usado aqui, o termo "epileptogénese” significa os pro-‘
cessos bioquimicos, genéticos, histblégicos ou outros processos estruturais |
ou funcionais ou alterag:()es que tornam o tecido nervoso, incluindo o siste-
ma nervoso central (SNC) suscetivel a ataques apopletlcos espontaneos e
recorrentes Além: dISSO o] termo “eplleptogenese“ também é usado aqui em
um sentido mais amplo para referir as alteragdes e processos que contribu-
em para a pr_ogresséo clinica observada em algumas epilepsias e o desené '
volvimento de "farmacorresisténcia" na qual epilepsia se torna mais dificil de
tratar em consequiéncia de alteragdes neurobiolégicas as quais resultam em
reduzida sensibilidade a farmaco.

Além disso o termo "epileptogénese” é usédo aqui no sentido
mais amplo poséivel para referir aos fenémenos similares de piora progres-

siva com o tempo dos sinais e sintomas de disturbios aparentemente nao-
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epilépticos, inclusive disturbios psiquiatricos cuja etiologa aparece estar re-

lacionada com ataque apoplético. Isto pretende incluir, mas n&o esta limita-
do a, piora ou progressao de, por exemplo: Distdrbio Bipolar com o tempo
ou em consequéncia de exposi¢ao a antidepressivos ou outros farmacos, -
confbrme demonstrado pelo indice aumentadb de alteragdo, crescente gra-
vidade de episddios, sintomas psicéticos cada vez mais graves e/ou reduzi-
da responsividade a tratamento e etc.: Distdrbios de Controle de lmpulso
Disturbio Obsessivo- Compu|swo alguns disturbios da personalidade, com-
portamento impulsivo ou agresswo em disturbios neurodegenerativos ou
relacionados. _

@) termo "inibicdo de epnleptogenese " conforme usado aqui se
refere a prevenir, retardar, parar, ou reverter o processo de epileptogénese.

O termo "agente ou farmaco antiepileptogénicos" (AEGD), con-

forme usado aqui se refere a um agente que é capaz de inibir epileptogéne-

se quando o agente é administrado a um sujeito. ,
O termo "disturbio convulsivo," conforme usado aqui se refere a

~um distarbio em um sujeito no qual o sujeito sofre de convulsées, por exem-

plo, convulsbes devidas a ataque epiléptico. Distarbios convulsivos incluem,
mas nao estdo limitados a, epilepsia e convulses ndo epilépticas, por e-
xemplo, convulsdes dévidas a administragéo de um agente convulsivo ao
sujeito. _ ,

Conforme usado aqui, os termos "um ou mais disturbios relacio- .
nados com ataques apopléticos analogos" ou "fenébmeno neurolégico seme-
Ihante a ataque apoplético relacionado com epilepsia” se referem a um dis-
turbio neurobioldgico ou um disturbib pSiquiétrico que podem apresentar
pouca ou nenhuma atividade de ataque apoplético patente‘mas'os quais
ainda se acredita que sejam total ou parcialmente o resultado de um a me-
canismo neural semelhante a ataque apopléfico ou relacionado e 0s quais
sdo freqientemente considerados trataveis com AEDs. Exemplos de um ou
mais disturbios relacionados com ataques apopléticos analogos incluem,
mas ndo estdo limitados a; Disturbio Bipolar, Distirbio Esquizoafetivo, dis-

turbios psicéticos, Distlrbios de Controle de Impulso e o espectro de doen-
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cas de disturbio de controle de impulso relacionadas, disturbios alimentares
tais como Bulimia ou Anorexia Nervosa, Disturbio Obsessivo-Compulsivo
(TOC), distarbios de abuso de substancias, e as alteragdes de personalida-
de e comportamentais que ocorrem em pacientes com Epilepsia do Lobo
Temporal ou em distarbios primarios da personalldade

Conforme usado. aqui o termo "sujeito” inclui um mdnvnduo ou

- paciente que ainda nao tenha apresentado os sintomas de epilepsia ou dis-

turbio relacionado com ataque apoplético analogo mas que podem estar em
um grupo de alto risco. |

Conforme usado aqui o termo "um sujeito que necessute de tra-
tamento com um AEGD" incluiria um individuo que no tem epllepS|a ou dls-
tarbio relacionado com ataque apoplético analogo.mas que pode estar em
um grupo de alto risco para o desenvolvimento de ataques apopléticos ou

um distdrbio relacionado com ataque apoplético devido a lesdo ou trauma

para o sistema nervoso central ou sistema nervoso periférico ou um. Um
‘individuo ou paciente é considerado como estando em alto risco para o de-

senvolvimento de similares ataques apopléticos ou disturbios relacionados

com ataque apoplético devido a lesdo ou trauma do sistema nervoso central
ou sistema nervoso periférico, devido a alguma predisposi¢do bioquimica ou
genética a epilepsia ou disturbio relacionado com ataque apoplético analo-

go, ou porque um biomarcador verificado ou marcadores substitutos de um

ou mais destes disturbios foi déscoberto.

O termo "um sujeito que necessite de tratamento com um A-
EGD" témbém incluiria qualquer individuo cuja condigdo clinica ou prognés-
tico pode se beneficiar de tratamento com um AEGD. Isto incluiria, e nao -
esta limitado a, qualquer individuo determinado como estando em ‘um risco
aumentada para desenvolver epilepsia, um distdrbio de ataque apoplético
ou disturbio relacionado com ataque apoplético analogo ou fendbmeno neuro-
l6gico semelhante a ataque apoplético relacionado com epilepsia ou distﬁr-
bio relacionado com ataque apoplético conforme definido acima, devido a
qualquer fator predlsponente Fatores predisponentes incluem, mas nao es-
tdo limitados a: lesdo ou trauma de qualquer tipo do sistema nervoso central;
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infecgdes do sistema nervoso central, por exemplo, meningite ou encefalite;

anoxia; derrame, isto é, acidentes vasculares cerebrais (AVCs); doencas
auto-imunes afetando o sistema nervoso central, por exemplo, lipus; toco-
traumatismos, por exemplo, asfixia perinatal; parada cardiaca; procedimen--

~ tos cirdrgicos vasculares terapéuticos ou diagnésticos, por exemplo, endar-

terectomia da carétida ou angiografia cerebral; cirurgia de bypass cardiaco;
trauma da medula espinhal; hipotenséo; lesdo do sistema nervoso central
por émbolos, hiper ou Ihi'po perfusdo do sistema nervoso central; hipoxia afe-
tando o sistema nervoso central, bredispoSigéo genética conhecida para dis-
turbios que 'se sabe que respondem a AEGDs; Ie_sé_es ocupando o espago
do sistema nervoso central; tumores cerebrais, por exemplo, glioblastomas;
sang'ramerito ou hemorragia no ou em torno do sistema nervoso central, por
exemplo, sangramentos intracerebrais ou hematomas subdurais; edema
cerebral; convulsdes febris; hipertermia; exposi¢édo a agentes téxico.s ou ve-
Nenosos; intoxicagéo por farmacos, pof exemplo cocaina; histérico familiar
de disturbios de ataques apopléticos ou v_distﬂrbio relacionado com ataque .

" apoplético anédlogo, histérico de estado epiléptico; tratamento atual com me-

dicagbes que reduzem o principio- do ataque, por exemplo, carbonato de
litio, torazina ou clozapina; evidéncia de marcadores substitutos ou biomar-

- cadores que o paciente necessita de tratamento com um farmaco antiepilep-

togénicos, por exemplo varLédura por MRI aprese'ntando' esclerose hipo-
campal ou outra patologia do sistema nervoso central, m’veis,sé'ricos’eleva-
dos de produtos de degrédagéo neuronal. - _

| ~ Além disso, 0 termo "um sujeito que necessite de tratamento
com um AEGD" também se referiria a qualquer individuo com um histérico
de ou o qual atualmente tem; epilepsia, um disturbio de ataque époplético‘

ou um fendmeno neurolégico semelhante a ataque apoplético relacionado -

com epilepsia analogo ou disturbio relacionado com afaque apoplético, con-
forme definido acima, ou qualquer disturbio no qual a condicdo clinica ou
prognostico presente do paciente pode se beneficiar da supressao ou inibi-
cao do processo de epileptogénese para prevenir a extensdo, progressao ou
aumento da resisténcia a tratamento de qualquer distirbio neurolégico ou
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psiquiatrico.

O termo "farmaco antiepiléptico” (AED) sera usado de modo in-
tercambiavel com o termo "agente anticonvulsivante, " e conforfne usado
aqui ambos os termos se referem a um agente capaz de inibir (por exemplo,
prevenir, retardar, parar, ou reverter) atividade de atadue apoplético ou icto-
génese quando o égente é administrado a um sujeito ou paciente.

O termo "farmacoforo” é conhecido na técnica, e, conforme usa-
do aqui se refere a uma porgdo molecular capaz de exercer um efeito bio-
quimico selecionado, por exemplo, inibicdo de uma enzima, ligacdo a um
receptor, quelagao de um ion, e similares. Um farmacoéforo selecionado po-
de ter mais de um efeito bioquimico, por exemplo pode ser um mnbudor de
uma enzima e um agomsta de uma segunda enzima. Um agente terapéutico
pode incluir um ou mais farmacéforo, os quais podem ter as mesmas at_ivi?
dades bioguimicas ou diferentes atividades bioquimicas. |

O termo "tratar" ou "tratamento" conforme usado aqui se refere a
agées que causam quaisquer indicios de sucesso na prevengao ou melhora
de uma leséo, patologia, sintomas ou condig¢ao, incluindo quaisquer parémeé
tros objetivos ou subjetivos tais como declinio; remiss&o; diminuigéo de sin-
tomas ou torar a lesdo, patologia, ou condigdo mais toleravel pelo paciente;
rétardando o indice de degeneragdo ou declinio; tornando o ponto final de
degeneragao menos debilitante; ou' melhorando o bem-estar fisico ou mental -
de um sujeito. ' |

Portanto o termo "tratamento” ou “tratar" pretende mclunr qual-
quer a¢éo que melhora, previne, reverte, interrompe, ou inibe o processo
patoldgico de epileptogénese, como este termo é definido e usado aqui,
neste requerimento de patente. O tratamento ou melhora de sintomas pode
ser baseada em paré_rnetros objetivos ou subjetivos; incluindo os reSuItados
de um exame fisico, exame neuroldgico, e/ou avaliacdes. psiquiatricas.

Por conseguinte, o termo "tratar" ou "tratamento" inclui a admi-
nistragao dos compostos ou agentes da presente invengéo para tratar, pre-
venir, reverter, interromper, ou inibir o processo de epileptogénese. Em al-

guns casos, tratamento com os compostos da presente invengao previnira,
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inibira, ou interrompera a progressao da disfun¢éo cerebral ou hiperexcitabi-
lidade cerebral associada com epilepsia.

O termo "efeito terapéutico" conforme usado aqui se refere ao
tratamento, inibigao, declinio,’ reVerséo, ou prevengao de epileptogénese, -
sintomas de vepi'leptogénese, ou efeitos colaterais de epileptogénese em um

- sujeito.

O termo "uma quantidadé terapeuticamente eficaz" conforme
usado aqui significa uma quantidade suficiente de um ou mais dos compos-
tos da invengéo para produzir um efeito terapéutico, conforme definido aci-
ma, em um su;elto ou paciente que necessite de similar tratamento, inibigéo,

declinio, reversdo, ou prevengéo de eplleptogenese sintomas de epilepto-

génese, ou efeltos colaterals de eplleptogenese

Os termos "SU]eItO" ou “pacuente" sdo usados aqui de modo in-
tercamblavel e conforme usados aqui significam qualquer sujeito mamnfero
ou paciente aos quais as composigdes da invengdo podem ser administra-
das. O termo mamiferos incluem pacientes humanos e primatas nao--

 humanos, bem como animais experimentais tais como coelhos, ratos, e ca-

mundongos, e outros animais.
.Em algumas modalidades os métodos da presente invengao se-

rdo usados vantajosamente para tratar um paciente que nao esta sofrendo

" ou que se sabe que esteja sofrendo de uma condigdo que é conhecida na

técnica como sendo tratada de modo eficaz com compostos de carbamato
ou AED's conhecidos atualmente incluindo um ou mais disturbios relaciona-
dos com ataques apoplétiéos analogos. Nestes casos a decisdo de usar o
métqdos e compostos da presente invenc;éo seria feita com base na deter-
minagdo se o paciente é um "paciente que necessite de tratamento com um
farmaco antiepileptogénicos (AEGD)" conforme este termo é definido acima.

| 'Em algumas modalidades esta invengéo»proporciona métodos
para tratar, prevenir, reverter, interromper ou inibir a epileptogénese. Em
algumas modalidadés, estes métodos compreendem administrar uma tman-
tidade terapeuticamente eficaz de um composto de carbamato a um pacien-
te que ainda ndo desenvolveu epilepsia clinica patente ou um distarbio rela-
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cionado com ataque apoplético mas que pode estar em um grup'o de alto
risco para o desenvolvimento de ataques apopléticos ou um disturbio rela-
cionado com ataque apoplético devido a lesao ou trauma do siétema nervo-
so ou devido a alguma predisposi¢do conhecida quer bioquimica ou genéti-
ca ou ao achado de um biomarcador verificado de um ou mais destes dis-
turbios. | ' A

Portanto, em algumas modalidades, o métodos e composigées

da presente invencao s&o dirigidos para tratar epileptogénese em um sujeito

que esteja em risco de desenvolver epilepsia ou um disturbio relacionado
com ataque apoplético ou disturbio(s) relacionado(s) com ataques apopléti-
cos analogos mas que ainda ndo desenvolveu epilepsia ou evidénciva clinicé
de ataques apopléticos. Um sujeito que estéja em riéco de desenvolver epi-
lepsia ou disturbio(s) relacionado(s) com ataques apopléticos analogos mas

que ainda nao desenvolveu ou distarbio(s) relacionado(s) com ataques apo-

pléticos analogos pode ser um sujeito que ainda nao tenha sido diagnosti-

cado com epilepsia ou disturbio(s) relacionado(s) com ataques apopléticds

‘anélogos mas que esteja em maior risco do que a populagao geral para de-

senvolver epilepsia ou um ou mais distirbios relacionados com ataques a-
popléticos analogos. Este "maior risco" pode ser determinado pelo reconhe-
éimento de qualquer fator em um ou mais sujeitos, ou suas familias, histori-
co médico, exame fisico ou experimentagédo que seja indicativo de um risco
maior do que a média para desenvolver epilepsia ou um ou mais disturbios
relacionados com ataques apopléticos analogos. Portanto esta determina-
¢do de  que um paciente pode estar em um "maior risco” por quaisquer mei-
os disponiveis pode ser usada para determinar se 0 paciente deve ser trata-
do com os métodos da pr_ésente invencgao. ' '

Por conseguinte, em algumas modalidades tipicas, sujeitos que
podem se beneficiar de trétamento pelos métodos e compostos desta inven-
¢ao podem ser identificados usando métodos de triagem aceitos para de-
terminar fatores de risco associados com epileptogénese. Estes métodos de
triagem incluem, por exemplo, elaboragdes convencionais para determinar

fatores de risco que podem estar associados com epileptogénese incluindo
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mas ndo-limitados a:, por exemplo, trauma de cabega, quer fechado ou pe-
netrante, infecgdes do sistema nervoso central, doenga cerebrovascular bac-
teriana ou viral, incluindo mas nio-limitada a derrame, tumores cerebrais,
edema cerebral, cisticercose, porfiria,‘encefalopatia metabdlica, retirada de
farmaco incluindo mas nao-limitada a retirada de sedativo-hipnético ou de
alcool, histérico perinatal anormal incluindo anoxia no parto ou tocotrauma-
tismo de qualquer tipo, paralisia cerebral, deficiéncias de aprendizado, hipe-
ratividade, histérico de convulsdes febris na infancia, histérico de estado epi-
Iéptico, histérico familiar de epilepsia ou qualquer disturbio relacionado com
ataque apoplético, doenga inflamatdria do cérebro incluindo lupis, intoxica-
¢do por farmaco quer direta ou por transferéncia placentaria, incluindo mas

ndo-limitada a envenenamento por cocaina, consangiinidade parental, e

“tratamento com medicagdes que reduzem o principio  do ataque incluindo

medicagdes psicotropicas.
Em algumas modalidades os compostos da presente invengao
seriam usados para a fabricagdo de um medicamento para o fim de tratar.

um paciente que necessite de tratamento com um farmaco antiepileptogéni-

cos (AEGD). Isto incluiria a fabricagdo de um medicamento para o fim de
tratar um pabiente o qual atualmente teve ou esteve em risco de desenvol-
ver; epilepsia, um disturbio de ataque apoplético ou disturbio(s) relacionados
com ataques apopléticos anélogos ou-fenémeno neurologico semelhante a
ataque apoplético relacionado cbm epilepsia ou disturbio rel]aci'onado com
étaque apoplético, conforme definido acima, ou qualquer disturbio no qual a
cohdigéo clinica ou prognéstico presente‘do pacienté pode se beneficiar da
supressdo ou inibigao do processo da epiieptogénese para prevenir a exten-
sdo, piora ou aumento da resisténcia a tratamento de qualquer disturbio
neurologico ou ‘psiquiétrico.

’ ‘A determinagao de quais pacientés podem ser beneficiar de tra-
tamento com um AEGD em pacientes que nao tém sinais clinicos ou sinto-
mas de epilepsia ou disturbios relacionados pode se basear em uma varie-
dade de "marcadores substitutos" ou "biomarcadores".

Conforme usado aqui os termos "marcador substituto” e “bio-
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marcador" sdo usados de modo intercambiavel e se referem a qualquer indi-
cador ou marcador anatémico, bioquimico, estrutural, elétrico, genético ou
quimico que pode ser correlacionado com seguranga com a presente_exis-
téncia ou o -futuro desenvolvimento de um ataque apoplético ou disturbio
relacionado com ataque apoplético. Em alguns casds, técnicas de estudo
por imagens do cérebro, tais como tomografia computadorizada (CT), estu-
do por imagens de ressonancia magnética (MRI) ou tomografia de emissao
de positrons (PET), podem ser usadas para determinar se um sujeito esta
em risco de désenvolver_epilepsia ou um disturbio relacionado com ataque
apoplético. , S _

Os biomarcadores adequados para os métodos desta ihvengéo
incluem, mas ndo estdo limitados a: a determinagad por MRI, CT ou dutras
técnias de estudo por imagens, de esclerose, atrofia ou perda do volume no

hipocampo ou esclerose mesial temporal patente (MTS) ou patologia ana-

témica relevante similar; a detecgdo no sangue, Soro ou tecidos do paciente

de uma espécie molecular tal como uma proteina ou outro biomarcador bio-
quimico, por exemplo, niveis elevados de fator neurotréfico ciliar (CNTF) ou
niveis séricos elevados deu um produto de degradagéo neuronal; ou- outra

evidéncia de marcadores substitutos ou biomarcadores de que o paciente

necessita de tratamento com um farmaco antiepileptogénicos, por exemplo,

um EEG sugestivo de um disturbio de ataque apoplético ou distﬂrbio(:s') rela-
cionado(s) com atadues apopléticos analogos, fenémeno neuroldgico ou
distarbio relacionado com ataque apoplético semelhante a ataque apoplético
relaci‘on'ado com epilepsia. V o |
Espera-se que muito"mais destes biomarcadores utilizando uma
ampla variedade de técnicas de detecgdo serao desenvolvidos no futuro.
Pretende-se que qualquer marcador referido ou indicador da existéncia ou
possivel desenvolvimento futuro de um disturbio de ataque apoplético ou
disturbio relacionado com ataque apoplético, como o ultimo termo € usado
aqui possam ser usados nos métodos desta invengao para deterrhinar a ne-
cessidade de traiamento com os compostos e métodos desta invengao.

Uma determinacdo de que um sujeito tem, ou pode estar em
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risco para desenvolver, epilepsia ou um distdrbio relacionado com ataque
apoplético analogo também incluiria, por exemplo, uma avaliagdo médica
que inclui um histérico completo, um exame fisico, e uma série de testes
sanguineos relevantes. Também podé incluir um eletroencefalograma (E--
EG), CT, MRI ou PET scan. Uma determinagéo }um risco aumentado para
desenvolver um disturbio. relacionado com ataque .apoplético analogo tam-
bém pode ser feita por meio de teste 'genéti‘co, incluindo técnicés protéc“)mi-
cas ou tragado do perfil da expressao genética. (Vide, Schmidt, D. Rogaws-
ki, M. A. Epilepsy Research 50;71-78 (2002), e Loscher, W, Schmidt D. Epi-
lepsy Research 50; 3-16 (2002)) _ _

Para disturbios psiquiatrico que podem ser "disturbios relaciona-

dos com ataques apopléticos analogos”, por exemplo, Disturbio Bipolar, Dis-

tarbios de Controle de Impulso, e etc. os testes acima também podem incluir

um exame do estado presente e um histérico detalhado do curso dos sinto-
mas dos pacientes tais como sintomas de disturbio de humor e sintomas

psicéticos durante o tempo e em relacdo a outros tratamentos que o pacien-

“te pode ter recebido durante o tempo, por exemplb, um diagrama vital. Estes

e outros métodos especializadés' e de rotina pérmitir_éo ao clinico selecionar
pacientes que necessitem de terapia usando os métodos e formulagdes des-
ta inveng&o. _

Em algumas'modalidades da presente invencéo compostos de
carbamato adequados para uso na 'prética desta invengéo serao administra-
dos ou Unica ou concomitantemente com no minimo' um ou mais ‘outr'os
compostos ou agentes terapéuticos, por exemplo, com outros farmacos an-
tiepilépticos, farmacos anticonvulsivos ou farmacos neuroprotetivos ou tera-
pia eletroconvulsiva (ECT). Nestas modalidades, a presente invengao pro-
porciona métodos para tratar, prevenir ou reverter epileptogénese em um
paciente. O método inclui a etapa de administrar a um paciente que necessi-
te de tratamento, uma quantidade eficaz de um dos compostos de carbama-
to descritos aqui em combinagdo com uma quantidade eficaz de um ou mais
outros compostos ou agentes terapéuticos que tém a capacidade para tratar

ou prevenir epileptogénese ou a capacidade para aumentar os efeitos antie-
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pilépticos ou neuroprotetivbs dos compostos da invengao.

Conforme usado aqui o termo “administragéo concomitante” ou
"administragdo de combinagdo" de um composto, agente te_rapéutico ou
farmaco conhecido com um composto da presente invengao significa admi-
nistragdo do férmaco' e do um ou mais compostos em um tempo semelhante
que tanto o farmaco conhecido quanto o composto terdo um efeito terapéu-
tico. Em alguns casos este efeito terapéutico sera sinérgico. A administragao
concomitante referida pode envolver administragdo concorrente (istd é, ao
mesmo tempo), antes de, ou subseqiente do farmaco com respeito a admi-
nistracdo de um composto da presente invengdo. Uma pessoa de conheci-
mento regular da técnica ndo teria dificuldade para determinar o abpfOpriado
momento, seqﬁén¢ia e dosagens de administragéo para compostos é_ fé'r-_
macos particulares da presente invengao. | ‘ "

Os um ou mais outros compostos referidos ou agentes terapéu-
ticos podem ser selecionados entre compostos que tém uma ou mais'das
Seguintes propriedades: atividade antioxidante; atividade antagonista de re-
ceptores de NMDA, aumento da inibigdo de GABA endégeho; aiividade inibi-
téria da NO sintase; capacidade de ligagdo de ferro, por exemplo, um quela-
dor de ferro; capacidade de ligagdo de célcio, por exemplo, um quelador de
Ca (I1); capacidade de ligagdo de zinco, por exemplo, um quelador de Zn (n; |
a capacidade para bloquear de modo eficaz canais de ions sodio ou calcno
ou para abrir-.canais de ions potassio ou cloreto n o sistema nervoso central
de um pamente de tal modo que seja inibida eplleptogenese no pacnente

Em algumas modahdades preferenciais, 0 um ou mais outros
compostos ou agentes terapéuticos antagonizariam receptores de NMDA
por ligacdo aos receptores de NMDA (por exemplo, por ligagdo ao sitio de
Iigagéd de glicina dos‘receptores'de NMDA) e/ou o agente aumentaria a ini-
bigdo de GABA reduzindo a captagédo de GABA glial. _

Além do um ou mais outros compostos ou agentes terapéuticos
referidos pode haver qualquer agente conhecido por supnmlr atividade de
ataque apopletlco mesmo se n&do se souber se 0 composto inibe eplleptoge-

nese. Os agentes referidos incluiriam mas nao seriam limitados a qualquer
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AED eficaz conhecido de uma pessoa versada na técnica ou descoberto no

futuro, por exemplo agentes adequados incluem, mas ndo estao limitados a;
carbamazepina, clobazam, clonazepam, etossuximida, felbamato, gabapen-
tina, lamotigina, levetiracetam, oxcarbézepina, fenobarbital, fenitoina, prega--
balina, primidoha, retigabina, talampanel, tiagabina, topiramate, valproato,
vigabatrin, zonisamida, benzodiazepinas, barbituratos ou sedativos hipnéti-
cos. - |

Em algumas modalidades da presente invengdo, o tratamento
seria dirigido a pacientes que tivéram epilepsia ou um fenémeno neuroldgico
semelhante a ataque apoplético relacionado com epilepsia ou um disturbio
relacionado com ataque apoplético analogo, conforme definido acima, e le-
vando em conta a capacidade dos compostos da presente invengao para

reverter epileptogénese permitiriam a reducdo gradual nas dosagens da

medicagdo de manutengdo ou na intensidade do tratamento caso sendo u-
sado para controlar as manifestagdes clinicas da epilepsia do paciente ou
fendmeno neurolégico semelhante a ataque apoplético relacionado com epi-

lepsia ou disturbio relacionado com ataque apoplético analogo, conforme

. definido acima.

Portanto, 2 medida que o tratamento com os compostos da in-

vengdo produziram melhora no disturbio subjacente o paciente pode ser reti-

" rado de sua medicagdo de manutengdo incluinde mas nao-limitada aos pro- -

prios compostos da presente invengé@o caso eles estiverem sendo usados

como Unica terapia. Deste modo, um paciente com epilepsia em uma terapia
de manutengdo de um AED convencional pode ser retirado do AED depois
do tratamento com um ou mais dos compostos da presente inveng&o terem
revertidos o disturbio epiléptico subjacente. Além disso, um pacienfe com
um fenémeno heurolégico semelhante a ataque apoplético relacionado com
epilepsia ou disturbio relacionado com ataque apoplético analogo, conforme
definido acima, incluindo mas n&o limitado a, por exemplo, Disturbio Bipolar,
pode ter reduzidas suas medicagdes de manutengéo, por exemplo, carbona-
to de litio, & medida que o tratamento com um ou mais dos referidos com-

postos progride. Iguaimente se um ou mais dos referidos compostos estive-
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rem sendo usados como Unica terapia a dose deste composto pode ser re-
duzida até zero com o tempo.

Uma pessoa versada na técnica determinaria qual_rapidezl para
conduzir a redugdo com base em sinais clinicos e sintomas incluindo EEG’s,
manifestagdo de ataques apopléticos ou outros biomarcadores apropriados

do disturbio subjacente.

- Compostos de Carbamato como Farmacéuticos:

A presente invengao propormona misturas enanttomerlcas e e-
nantidmeros isolados de Férmula 1 e/ou Férmula 2 como farmacéuticos. Os
compostos de carbamato sao formulados como farmacéuticq_s para tratar
epileptogénese, por exemplo, para prevenir, inibir, reverter ou interromper o
desenvolvimento de epilepsia em um sujeito. '

Em geral, os compostos de carbamato da presente mvengao

podem ser administrados como composigdes farmacéuticas por qualquer

método conhecido na técnica para administrar farmacos terapéuticos inclu-

indo oral, bucal, tépico, sistémico (por exemplo, transdérmico, intranasal, ou
por supositdrio), ou parenteral (por exemplo, injecao intramuscular, subcuta-
neo, ou intravenosa.) A administragio dos compostos diretamente no siste-
ma nervoso pode incluir, por exemplo, administragéo em vias de administra-
¢do intracerebral, intraventricular, intacerebroventricular, intratecal, intracis-
ternal, mtra -espinal ou peri- espmal por liberagdo através de agulhas ou caté-
teres intracraniais ou intravertebrais com ou sem dispositivos de émbolo.

As composi¢gdes podem tomar a forma de comprimidos, pilulas,
cépsdlas, semi-sélidos, pos, fbrmulagées de liberagdo gradual, sblug:()es,
suspensdes, emulsdes, xaropes, elixires, aerossois, ou quaisquer outras .
composigdes apropriadas; e compreendem no minimo um composto desta
invengéo em combinagdo com no minimo um excipiente farmaceuticamenfe
aceitavel. Excipientes adequados sdo de conhecimento geral dos versados
na técnica, e estes, e os métodos para formular as composigﬁes podem ser
encontrados em semelhantes referéncias de rotina como Alfonso AR: Re-
mington’s Pharmaceutlcal Sciences, 17th ed., Mack Publlshlng Company,

Easton PA, 1985, cuja descricdo é incorporada aqui, por meio de referéncia
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em sua totalidade e para todos os fins. Veiculos liquidos adequados, espe-
cialmente para solugdes injetaveis, mcluem agua solucédo salina aquosa,
solugdo aquosa de dextrose e glicois.

Os compostos de carbamato podem ser proporciohados como-
suspensoes aqUosas. As suspensdes aquosas da invengdo podem conter
um composto de carbamato em mistura com excipientes adequados para a
fabricagdo de suspensdes aquosas. Os excipientes referidos podem incluir,
por exemplo, um agente de suspenséo', tal como carboximetilcelulose de
sodio, metilcelulose, hid'roxipropilfnetilceluIose, alginato de sdodio, polivinilpir-
rolidona, goma tragacanto e goma acacia, e agentes dispersantes ou umec-
tantes tais como uma fosfatida que ocorre naturalmente (por e'xemplo, leciti-
na), um produto de condensagdo de um 6xido de alquileno com um &cido
graxo (por exemplo, estearatdde polioxietileno), um produto de condensa-
¢éo de Oxido de etileno com um alcool alifatico de cadeia longa (pdr exem-
plo, -heptadecaetileno oxicetanol), um produto de condensagéo de dxido de
etileno com um éstef parcial derivado de um &cido graxo e um hexitol (por

“exemplo, monooleato de sorbitol de polioxietilenO), ou um produto de con-

densacgéo de oOxido de etileno com um éster parcial derivado de acido graxo
e um anidrido de hexitol (por exemplo, monooleato de sorbitano de polioxie-
tileno). _'

A suspensao aqubsa.tar’hbém pode conter um ou mais preser-
vantes tais como p-hidroxibenzoato de etila ou n-propila, um ou mais agen-
tes colorantes, um ou mais agentes'flavorizantes, e um ou mais agentes a-
dogantes, tais como éUcrose, aspartamé ou sacarina. As formulagdes po-
dem ser ajustadas para osmolaridade. |

Suspensbes de Oleo para uso nos presentes métodos podem
ser formuladas suspendendo um composto de carbamato em um dleo vege-
tal, tal como dleo de araquis, azeite de oliva, 6leo de gergelim ou Gleo de
coco, ou em um dleo mineral tal como parafina liquida; ou uma mistura des-
tes. As suspensdes de 6leo podem conter um agente espessante, tal como
cera de abelhas, parafina dura ou alcool cetilico. Agentes adogantes podem

ser adicionados para proporcionar uma preparagéo oral palatavel, tal como
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glicerol, sorbitol ou sucrose. Estas formulagdes podem ser preservadas pela
adicdo de um antioxidante tal como &acido ascérbico. Como um exemplo de
um veiculo de 6leo injetavel, vide Minto, J. Pharmacol. Exp. Ther. 281:93-
102, 1997. As formulagdes farmacéuticas da invencdo também pode estar
sob a forma de emulsoes de 6leo-em-agua. A fase oleosa pode ser um bleo

~ vegetal ou um oleo mineral, descritos acima, ou uma mistura destes.

Agentes emulsificantes adequados incluem gomas que ocorrem
naturalmente, tais como goma acécia e goma tragacanto, fosfatidas que o-
correm naturalmente, tais como lecitina de soja, ésteres de ésteres parciais
derivados de acndos graxos e anidridos de hexitol, tais como mono-oleato de
sorbitano, e produtos de condensacgao destes ésteres parciais com oxndo de
etileno, tais como mono-oleato de sorbntano de polioxietileno. A emulsdo
pode conter agentes adogantes e agentes flavorizantes, como na formula-
cao de xaropes e elixires. As formulagdes referidas tamnbém podem conter

‘um demulcente, um conservante, ou um agente colorante.

O composto de escolha, sozinho ou em combinagéo com outros
componentes adequados, pode ser preparado em formulagGes de aerossol
(isto é, podem ser "nebulizadas") para serem administrados através de ina-
lagdo. Formulagdes de aerossol podem ser colocadas em propelentes acei-
t‘évei’s pressurizados, tais como diclorodifluorometano, propano, nitrogénio, e
similares.. ) |

Formulagbes da presente invengéo adequadas para administra-
¢ao parenteral tais como, por exemplo, por vias intra-articular (nas artlcula-
¢des), intravenosa, mtramuscular intradérmica, intraperitoneal, e subcuta-
nea, podem incluir solugdes de injegdes estéreis isotbnicas aquosas e nao-
aquosas, as quais podem conter antioxidantes, tampdes, bacteriostatos, e
solutos que tornam a formulagédo isotonica com o sangue do receptor pré-
tendido, e suspensdes estéreis aquosas e nao aquosas que podem incluir
agentes de suspenséo, solubilizantes, agentes espessantes, estabilizantes,
e preservantes. Entre os veiculos e solventes aceitaveis qUe podem ser em-
pregados estédo égua e solugdo de Ringer, um cloreto de sédio isotdnico.

Além disso, 6leos fixos estéreis podem ser empregados convencionalmente
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como um solvente ou meio de suspensao. Para este fim pode ser emprega-
do qualquer éleo fixo brando incluindo mono- ou diglicerideos sintéticos. A-
lém disso, acidos graxos tais como &cido oléico pode ser usado igualmente
na preparagad de injetaveis. Estas solUgées sao estéreis e geralmente livres
de substancia indesejavel. -

Onde os compostos s&o suficientemente ‘solGveis podem ser
dissolvidos diretamente em solugao salina normal com ou sem 0 uso de sol-
ventes organicos adequ'ados, tais como propileno glicol ou polietileno glicol.
Dispersdes dos compostos finarhente divididos podem ser compostas em
amido aquoso ou solugdo de carboximetil celulose de sédio, ou em 6leo a-
dequado, tal como 6leo de araquis. Estas formulagées‘podem ser esteriliza-
das por técnicas de esterilizagdo convencionais, de conhecimento geral. As
formulagbes podem conter substancias auxiliares farmaceuticamente acei-
taveis conforme requerido para aproximar de condigdes fisiologicas tais co-
mo ajuste de pH‘e agentes de tamponamento, agentes de ajuste da toxici-
dade, por exemplo, acetato de sédio, cloreto de s6dio, cloreto de potéssio, -

_cloreto de calcio, lactato de sodio e similares.

A concentragdo de um composto de carbamato nestas formula-
¢bes pode variar amplamente, e sera selecionada essencialmente com base
em volumes de ﬂuidos, viscosidades, peso corporal, e similares, de acordo
com o modo de administragéo particular selecionado e as necessidades dos
pacientes._ Para administragdo IV, a formulagdo pode ser uma preparagéo
injetavel estéril, tal como uma suspensao injetavel estéril aquosa ou oleagi-
nosa. Esta suspensdo pode ser formulada de acordo com a técnica conhe-
cida usando os agentes dispersantes ou umectantes e agentes de suspen-
sdo adequados. A preparagdo injetavel estéril também pode ser uma solu-
¢do ou suspensdo injetavel estéril em alguns diluentes néo-toxicos aceita-
veis por via parenteral ou solvente, tal como uma sOIucjéo de 1, 3-butanodiol.
As formulagées recomendadas podem ser apresentadas em recipientes se-
lados de dose unitaria ou multidose, tais como ampolas e frascos. Solugoes
e suspensoes de injecdo podem ser preparadas a partir de poés estéreis, gra-

nulos, e comprimidos do tipo previamente descrito.
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Um composto de carbamato adequado para uso na pratica des-
ta inven¢éo pode ser e é preferencialmente administrado por via oral. A
quantidadé de um composto da presente invengao na composi-géo'pode,va-
riar amplamente dependendo do tipo de composigao, tamanho de uma do-
sagem unitaria, tipo de excipientes, e outros fatores de conhecimento geral
daqueles ordinariamente versados na técnica. Em geral, a composigéo final
pode compreender, por exemplo, de 0,000001 por cento em peso (% em

- peso) a 10 por cento em peso do composto de carbamato, preferencialmen-

te 0,00001 por cento em peso a 1 por cento em peso, com 0 restante sendo
o excipiente ou excipientes.

Formulagdes farmacéuticas para administragéo oral podem ser
formuladas usando veiculos farmaceuticamente aceitaveis de conhecimento
geral na técnica em dosagens adequadas para administragao oral. Os vel'cu?
los referidos permitem que as farmacéuticas formulagoes sejam formu|adas
em formas de dosagens unitarias como comprimidos, pilulas, pos, vdrége‘as,
cépsulas, liquidos, pastilhas, géis, xaropes, pastas fluida, suspensoes, e etc.
adequadas para ingestao pélo paciente. ‘ |

| Formulagdes adequadas para administragéo oral podem consis-
tir de (a) solugdes liquidas, tais como uma QUantidade eficaz do &cido nu-
éléico acondicionado suspendido em diluentes, tais como &gua, solugéo sa-
lina. ou PEG 400; (b) capsulas, sachés ou cbmprimidos, cada um contendo
uma quantidade predeterminada do ingrediente ativo, como liquidos, solidos,
granulos ou gelatina; (c) suspensoes em um ll’quidb aprdpriado; e (d) emul-
sGes adequadas. |

Preparagbes farmacéuticas para uso oral podem ser obtidas a-
través de combinagéo dos compostos da presente invengdo com um excipi-
ente sohdo opcnonalmente triturando uma mistura resultante, e processando
a mistura de grénulos, depois de adicionar compostos adicionais adequa-
dos, caso desejado para obter comprimidos ou ndcleos de drageas. Excipi-
entes sélidos adequados sdo agentes de enchlmentos de proteina ou car-
boidrato e incluem, mas ndo estdo limitados a agucares incluindo lactose,

sucrose, manitol, ou sorbitol; amiodo de milho, trigo, arroz, batata, ou outras
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plantas; celulose tal como metil celulose, hidroximetil celulose, hidroxipro-
pilmetil-celulose.ou carboximetilcelulose de sodio; e gomas incluindo arabica
e tragacanto; bem como proteinas tais como gelatina e colageno. Caso de-
sejado_‘, agentes desintegrantes ou solubilizantes podem ser adicionados, -
tais como a polivinil pirrolidona reticulada, agar, acido alginico, ou um sal do
mesmo, tal como alginato de sédio. Formas de co.mpfimidos podem incluir
um ou mais entre lactose, sucrose, manitol, sorbitol, fosfatos de célcio,'ami-
do de milho, amido de batata, celulose microcristalina, gelatina, diéxido_ de
silicio coloidal, talco, estearato dé magnésio, acido estearico, e outros exci-
pientes, colorantes, agentes de enchimentos, aglutinantes, diluentes, agen-
tes de tamponamento, agentes umidificantes, preservavntes, agente's flavori¥
zantes, corantes, agentes desihtegrantes, e veiculos farmaceuticamente
compativeis. IFormas de pastilhas bodem compreender o ingrediente ativo
em um aroma, por exemplo, sucrose, bem como pastilhas compreen‘dendo 0.
ingrediente ativo em uma base inerte, tal como gelatina e glicerina ou sucro-
se e emulsdes de acacia, géis, e similares contendo, além do ingrediente

ativo, veiculos conhecidos na técnica.

Os compostos da presente invengéo também podem ser admi-
nistrados sob a forma de supositérios para administragdo retal do farmaco.
Estas formulagdes podem ser preparadas misturando o farmaco com um
excipiente nao irritante adequado que é solido em temperaturas ordinarias
mas quu'id_o nas temperaturas retais e portanto fundirdo dentro do reto para
liberar o farmaco. Os materiais referidos sdo manteiga de cacau e polietileho
glicéis. | | -

Os compostos da presente ihvengéo também podem ser admi-
nistrados por vias intrana'sal, intra-ocular, intravaginal, e intra—retai incluindo
formulagdes dé supositérios, para insuflagdo, pds e aerossol (para exemplos
de est‘eréid'es inalantes, vide Rohatagi, J. Clin. Phafmacol. 35:1187-1193,
1995; Tjwé, Ann. Allergy Asthma Immunol. 75:107-11 1, 1995).

| Os compostos da presente invengdo podem ser liberados por
via transdérmica, por uma via tépica, formulados como bastdes aplicadores,

solugdes, suspensdes, emulsdes, géis, cremes, pomadas, pastas, geléias,
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tintas, pos, e aerossois.

Materiais de encapsulagéo também podem ser empregados com
os compostos da presente invéngéo e o termo "composi¢ao" pode incluir o
ingrediente ativo em combinagao com um material de encapsulagdo como
uma formulacdo, com ou sem outros veiculos. Por eXempIo; os compostos

da presente invengdo também pode ser liberado ‘como microesferas para

. liberagéo lenta no corpo. Em uma modalidade, microesferas podem ser ad-

ministradas através de injecao intradérmica de microesferas contendo far-
maco (por exemplo, mifepristona), as quais liberam lentamente por via sub-
cutanea (vide Rao, J. Biomater Sci. Polym. Ed. 7:623-645, 1995; como for-

' mulagoes de gel biodegradavel e injetavel (vide, por exemplo, Gao, Pharm.

Res. 12:857-863, 1995), ou, como microesferas para administracao oral (vi-
de, por exemplo, Eyles, J. Pharm. Pharmacol. 49:669-674, 1997). Tanto as

vias transdérmica quanto intradérmica proporcionam liberagao constante por

semanas ou meses. Também podem ser usados cépsulas na liberagdo dos

compostos da presente invengao.
Em outra modalidade, os compostos da presente mvengao po-
dem ser liberados pelo uso dehpossomas os quais fundem com a membra-

na celular ou sdo endocitosados, isto é, empregando ligantes fixados ao li-

possoma que ligam a receptores de proteina da membrana superficial da -

célula resultando em endocitose. Usando lipossomas, particularmente‘ onde -
os ligantes de veiculos superficiais de lipossoma especificos para células-
alvo, ou séo de pode-se focalizar a liberagao do composto de carbamato em
células- alvo in vivo. (Vide, por exemplo Al-Muhammed, J. Mlcroencapsul
13:293-306, 1996; Chonn, Curr. Opin. Blotechnol. 6:698-708, 1995; Ostro,
Am. J. Hosp. Pharm. 46:1576-1587, 1989). | N

. As farmacéuticas formulagdes da invengdo podem ser propor-
cionadas como um sal e podem ser formadas com muitos acidos, incluindo
mas nao-limitadas a cloridrico, sulfurico, ,aéético, latico, tartarico, malico,
succinico, e etc. Sais tendem a ser mais soluveis em sblventes aquosos ou
outros proténicoé que sdo as formas de base livre correspondentes. Em ou-

tros casos, a preparagéo preferencial pode ser um po liofilizado o qual pode
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conter, por exemplo, qualquer um ou todos os seguintes: 1 mM a 50 mM de
histidina, 0,1% a 2% de sucrose, 2% a 7% de manitol, em uma faixa de pH
de 4,5 a 5,5, que é combinada com tampéo antes do uso. |
Sais e ésteres farmaceuticamente aceitaveis se refere a sais e
ésteres que sdo farmaceuticamente aceitaveis e tém as propriedades far-
macoldgicas desejadas. Os sais referidos incluem sais que podem ser for-
mados onde protons acidiferos p'reséntes nos compostos sao capazés de
reagir com bases inorganicas ou orgénicas. Sais inorganicos adequados
incluem os formados com os metéis de alcali, por exemplo sédio e potassio,
magnésio, célcio, e aluminio. Sais organicos adequados incluem os forma-
dos com bases organicas tais como as bases de amina, por exemplo etano-

lamina, dietanolamina, trietanolamina, trometamina, N metilglucamina, e si-

“milares. Sais farmaceuticamente aceitaveis também podem incluir sais de

adicdo de acido formados da reagdo de por¢des amina no composto de ori-
gem com acidos inorganicos (por exemplo, acidos cloridrico e bromidrico) e
acidos orgéanicos (por exemplo, acido acético, 4cido citrico, acido maléico, e

0s acidos alcano- e areno-sulfonicos tais como &cido metanossulfénico e

acido benzenossulfonico). Esteres farmaceuticamente aceitdveis incluem
ésteres formados de grupos carbéxi, sulfoniloxi, e fosfonéxi presentes nos
compostos. Quando ha dois grupos acidiferos presentes, um sal ou éster
farmaceuticamente aceitavel pode ser um monoécido-monossal ou éster ou
um dissal ou éster; e similarmenie onde hé mais de dois grupos acidiferos
presentes, alguns ou todos os grupos referidos pdoem ser salificados ou
esterificados. |

Compostos nomeados nesta invengdo podem estar presentes
em forma nao-salificada ou ndo-esterificada, ou em forma salificada e/ou
esterificada, e a denominagdo de similares compostos é pretendida para
incluir tanto o composto original (ndo-salificado e nao-esterificado). e seus
sais e ésteres farmaceuticamente aceitaveis. A presente invengéo inclui
formas de sais e ésteres farmaceuticamente aceitaveis de Férmula 1 e For-
mula 2. Pode existir mais de uma forma de cristal de um enantidmero de

Férmula 1 ou Formula 2 e deste modo também s&o incluidas na presente
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invengao.

~ Uma composigao farmacéutica da inveng@o pode conter opcio-
nalmente, 'além de um composto de carbamato, no minimo um agénte tera-
péutico diverso util no tratamento de uma doenga ou condu;ao associada

com epileptogénese.
Métodos para formular composu;oes farmacéuticas foram descri-

- tos em numerosas publicagdes tais como Pharmaceutical Dosage Forms:

Tablets. Second Edition. Revised and Expanded. Volumes 1-3, editada pela
Lieberman et al; Pharmaceutical- Dosage Forms Parenteral Medications.
Volumes 1-2, editada pela Avis et al; and Pharmaceutacal Dosaqe Forms:

Disperse Svstems Volumes 1-2, editada pela Lieberman et al; publlcada por

Marcel Dekker, Inc, cujas descrigbes sdo aqui, incorporadas por meio de_
referéncia em suas totalidades e para todos os fins. | .

As composigéés'farmacéuticas sdo geralmente formuladas co-
mo estéreis, substancialmente isoténicas e em total concordancia com todas
as regulamentagdes da boa pratica de fabricagdo (GMP, Good Manufactu-

| ring Practice) da agéncia FDA (U.S. Food and Drug’AdministratiOn).

Regimes de Dosagem
A presente invengao proporciona métodos para tratar epilepto-

genese em um mamifero usando compostos de carbamato. A quantldade do
composto de carbamato necessaria para tratar uma epileptogénese é defini-
da como uma dose terapeuticamente ou uma dose farmaceuticamente efi-
caz. O esquema de dosagem e quantidades eficazes para este uso, isto &, a
dosagérh ou regime de dosagem dependeréo de uma variedade de fatores
incluindo o estagio da doenga, o estado fisico do paciente, a idade e simila-
res. Ao calcular o regime de dosagem para um paciente, também é levado
em conta o modo de administragéo.'

Uma pessoa versada na técnica serd capaz sem indevida expe-
rimentagdo, tendo em conta este conhecimento e esta descoberta, de de-
terminar uma quantidade terapeuticamente eficaz de um composto de car-
bamato substitufdo particular para prética desta invengdo (vide, por exem-
plo, Lieberman, Pharmaceutical Dosage Forms(Vols. 1-3, 1992); Lloyd,
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1999, The art, Science and Technology of Pharmaceutical Compounding; e

Pickar, 1999, Dosage Calculations). Uma dose terapeuticamente eficaz tam-

bém é uma dose na qual quaisquer efeitos colaterais téxicos ou prejudiciais

do agente ativo é superado em termos clinicos por efeitos terapeuticamente
benéficos. Deve ser adicionalmente observado que para cada sujeito em
particular, regimes de dosagem especificos devem ser avaliados e ajustados
com o tempo de acordo com a necessidade individual e o critério profivssio-

nal da pessoa administrando ou superviSionando a administragdo dos com-

postos. _

o Para fins de tratamento, as composi¢oes ou compostos descri-
tos aqui podem ser administrados ao sujeito em uma unica liberagao de bo-
lus, através de liberagéo continua durante um periodo de tempo prolongado,
ou em um protocolo de admi'nistragéo repetida (por exemplo, por um proto-
colo de administragdo horaria, didria ou semanal, repetida). As forrhulagées
farmacéuticas da presente invengédo podem ser administradas, por'exemplo,

uma ou mais vezes ao dia, 3 vezes por semana, ou semanalmente. Em uma .

“modalidade da presente invencao, as formulagdes farmacéuticas da presen-

te invengéo sdo administradas por via oral uma vez ou duas vezes ao dia.

, Um regime de tratamento com os compostos da'pre_sente inven-
¢ado pode comegar, por exemplo, depois de um sujeito sofrer de uma lesdo
prejudicial ao cérebro ou outro insulto inicial mas antes do individuo ser di-
agnosticado com epilepsia, por exemplo, antes do individuo ter um pfim‘eiro
ou segundo ataque aipoApIético. Em uma modalidade, um sujeito que esta
sendo tratado com um composto tendo potencial epileptogénico, por exem-
plo, farmaco psicotropico, ou um sujeito tendo uma doenga associada com
um risco de desenvolver épilepsia, por exemplo, autismo, pode comecar um
regime de tratamento com um composto de carbamato da pfesente inven-
¢éo. . | o

. " Em algumas modalidades, o composto de carbamato pode ser
administrado diariamente por um periodo de tempo determinado (semana,
més, ano) depois da ocorréncia da lesdo prejudicial ao cérebro ou insulto

inicial. Um médico assistente sabera como determinar que o composto de
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carbamato atingiu um nivel terapeuticamente  eficaz, por exemplo, exame
clinico de um paciente, ou medindo os niveis de farmaco no sangue ou no
fluido cerebrospinal. - |

Neste contexto, uma dosagem terapeuticamente eflcaz do um
ou mais agentes biologicamente ativos pode incluir doses repetidas dentro

de um regime de tratamento prolongado que produzira resultados clinica-

- mente importantes para prevenir, reverter, interromper, ou inibir o desenvol-

vimento de epilepsia. A determinacdo de dosagens eficazes neste contexto
é tipicamente baseada em estudos de modelo animal seguidos por provas
clinicas humanas e é orientada determinando dosagens eficazes e protoco-
los de admmlstragao que reduzem significativamente a ocorréncia ou gravi-
dade de sintomas de exposicao-alvo ou condigdes no SUjelto Modelos ade-i
quados a este respeito incluem, por exemplo, murinos, ratos, porcinos, feli-
nos, primatas ndo-humanos, e outros sujeitos modelos animais aceitos co-
nhecidos na técnica. Alternativamente, dosagens eficazes podem ser de-
terminadas usando modelos in vitro (por exemplo, provas imunolégicas e
histopatolégicas). Usando os modelos referidos, somente célculos e ajustes
ordinarios séo tipicamente requeridos para'detérminar uma concentragao e
dose apropriadas para administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz
do um ou mais agentes blologlcamente atlvos (por exemplo, quantndades‘
que sdo eficazes por via intranasal, eficazes por via transdérmica, eficazes
por via intravenosa, ou eficazes por via intramuscular para provocar uma
resposta desejada). | |

Em uma modalldade tlpuca da presente invengédo, formas de do-
sagem unitaria dos compostos sdo preparadas para regimes de administra- .
¢ao de rotina. Deste modo, a composigéo pode ser subdividida prontamente
em doses menores a critério do clinico. Por exemplo, dosagens unitérié_s
podem ser compostas em pos embalados, frascos ou ampolas e preferenci-
almente em forma de capsula ou comprimido.

0] composto ativo presente nestas formas. de dosagem unntana
da composi¢ao pode estar presente em uma quantidade de, por exemplo, a
partir de cerca de 10 mg. a cerca de um grama ou mais, para administragao
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Unica ou multipla diaria, de acordo com a necessidade particular do pacien-
te. Ao iniciar o regime de tratamento com uma dose diaria minima de cerca
de um grama, 0s niveis sangunneos dos compostos de carbamato podem
ser usados para determinar se é indicada uma dose maior ou menor.

A admmnstragao eficaz dos compostos de carbamato desta in-
vengéo pode ser administrada, por exemplo, em uma dose oral ou parente- |
ral de a partir de cerca de 0,01 mg/kg/dose a cerca de 150 mg/k‘g/dose.v Pre-
ferencialmente, a administragdo seré a partir de cerca de 0,1 /mg/kg/dose a
cerca de 25 mg/kg/dose, mais préferencialmente a partir de cerca de 0,2 a
cerca de 18 mg/kg/dose. Portanto, a quantidade terapeuticamehte eficaz do
ingrediente ativo contido por unidade de dosagem conforme descrito aqui

| pode ser, por exemplo, a partir de cerca de 1 mg/dia a cerca de 7000 mg/dia

para um sujeito tendo, por exemplo, um peso médio de 70 kg.

Kits para uso no tratamento de epileptogénese

Depois de um farmaco compreendendo um composto de car-

bamato ter sido formulado em um veiculo adequado, pode ser colocado em .

“um recipiente apropriado e etiquetado para tratamento de epileptogénese.

Adicionalmente, outro farmaco compreendendo no minimo um agente tera- -
péutico diverso util no tratamento de epileptogénese, epilepsia ou outro dis-
tarbio ou condigdo associado com epileptogénese pode ser Colocado no re-
cipiente também e etiquetado para tratamento da doencga indicada. A mar-
cagao referida pode incluir, por exémplo instrugées referentes. a quantidade,
frequencna e método de administracdo de cada farmaco.

Embora a invengéo precedente tenha sido descrita em detalhes
a titulo de exemplo para fins de clareza de entendimento, sera evidente para
o versado que algumas alteragéés e modificagbes sdao compreendidas pela
descoberta e podem ser praticadas sem indevida experimentagéo déntro do
ambito das reivindicagoes anexadas, as quais sdo apresentadas a titulo de
ilustragdo, nao limitagdo. Os exemplos seguintes sdo proporcionados para
ilustrar aspectos especificos da invengéo e nao pretendem ser Iimitagéés.

Exemplos |
A atividade de um S-enantiomero isolado de Férmula 1 (por e-
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xemplo, Férmula 7), aqui referido como o "composto de teste" ou TC, foi a-
valiada nos seguintes experimentos para determinar a eficacia do composto
para neurdprotegéo e no tratamento de epileptogénese no modeio de epi-
lepsia do lobo temporal induzido por litio e pilocarpina no rato.
Exemplo 1 | : |
O modelo de epnlepsna do lobo temporal por litio-pilocarpina

@) modelo induzido em ratos por pllocarplna associada com Imo

(Li-Pilo) reproduz a maior parte das caracteristicas clinicas e neurofisiolégi-
cas de epilepsia do lobo temporal humano (Turski et al., 1989, -Synapse
3:154-171, Cavalhelro 1995, Ital J Neurol Sci 16:33-37). Em ratos adultos, a
admmlstragao S|stem|ca de pilocarpina leva a estado epiléptico (SE) O indi-
ce de letalidade atlnge 30 a 50% durante os primeiros dias. Nos animais so-
breviventes, lesdo neuronal predomina dentro da formacao hipocampal, os
cértices piriforme e entorrinal, tdlamo, complexo amigdaldide, neocortex e
substantia nigra. Este periodo de ataque apoplético égudo é seguido. por
uma fase livre de ataque apoplético "silencioso" durando por uma duragéo

" média de 14 a 25 dias depois do qual todos os animais apresentam ataques

apopléticos convulsivos recorrentes espo_nténeds na frequiéncia usual de 2 a
5 por semana (Turski et al., 1989, Synapse 3:154-171; Cavalheiro, 1995, Ital
J Neuro! Sci 16:33-37; Dube et al., 2001, Exp Neurol 167:227-241). |
Litio-pilocarpina e tratamentos com o composto de teste

Ratos machos Wistar pesando 225 a 250 g, proporcionados pe-
lo Janvier Breeding Center (Le Genest-St-Iste, Franga) foram alojados sob
condlgoes padrdo controladas (cnclo de luz / escuridao, luzes ligadas das

7:00 horas da manha as 7:00 horas da noite), com racdo e &gua disponiveis

a vontade. Toda a experimentagdo animal foi realizada de acordo com as
regras da Diretiva do Conselho das Comunidades Européias de 24 de no-
vembro de 1986 (86/609/EEC), e do Departamento Francés de Agricultura
(French Department of Agriculture, Licenga N° 67-97). Para implantagdo de
eletrodos, os ratos foram anestesiados por uma injegéol i.p. de 2,5 mg/kg de
diazepam (DZP, 'Valium, Roche, Fran¢a) e 1 mg/kg de cloridrato de queta-
mina (Imalgene 1000, Rhone Merrieux, Franc¢a). Quatro eletrodos de registro
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de Unico-contato foram colocados sobre o crénio, sobre o cortex parietal,

dois sobre cada lado.
Inducdo de estado epiléptico:
Tratamento com 0 composto de teste‘ e ocorréncia de ataques apopléticos

recorrentes espontaneos (SRS)
| Todos os ratos receberam cloreto de litio (3 meg/kg, i.p., Sigma,
St Louis, Mo, E.U.A.); cerca de 20 h depois, os animais foram colocados

dentro de caixas de plexiglas, de modo a registrar o EEG cortical basal.
Brometo de metilescopolamina (1 mg/kg, s.c., Sigma) foi administrado para
limitar os efeitos periféricos do convulsivante. Foi induzido estado epileptico

'i‘njetando cloridrato_de' pilocarpina (25 mg/kg, s.c.,.Sigma)430 min depois da

meti|4esco'p'olamina. A atividade cortical do EEG bilateral foi registrada du-
rante tdda a duragéo do estado epiléptico e foram observadas alteragdes
comportamentais. . _

Os efeitos de doses creécentes do composto de teste foram es-

tudados em 3 grupos de ratos. Os animais do primeiro grupo receberam 10 .

'mg/kg do composto de teste, i.p., 1 h depois do inicio do estado epiléptico

(pilo-TC10) enquanto os animais dos grupos 2 e 3 receberam 30 e 60 mg/kg
do composto de teste (pilo-TC30 e pilo-TCE'SO),’ respectivamente.

Outro grupo foi injetadb com 2 mg/kg de diazepam (DZP, i.m.)
em 1 h depois do inicio do estado epiléptico os quais sao nosso tratamento
padrao para melhdrar a sobrevida dos animais depois do estado epiléptico
(pilo-DZP). O grupo de controle receber salina ao invés de pilocarpina eo
composto de teste (salina-salina). Os ratos do pilo-composto de teste sobre-
viventes ao estado epiléptico foram em seguida injetados cerca de 10 h de-
pois da primeira inje¢ao do composto de teste com uma segunda injecdo i.p.
da mesma dose do composto de teste e foram mantidos sob um tratamento
de duas vezes ao dia com o composto de teste por 6 dias adicionais. Pilo-
DZP_receberam uma segunda injecéo de 1 mg/kg de DZP no dia do estado
epiléptico a cerca de 10 h depois da primeira inje¢do. Depois disso, ratos
Pilo-DZP e salina-salina receberam duas vezes ao dia um volume equivalen-

te de solugao salina.
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Os efeitos do composto de teste sobre o EEG e sobfe a laténcia
para ocorréncia de SRS foram investigados por registro diario em video dos .
animais por 10 h por dia e o registro da atividade eletrogréfice_i duas vezes
por semana por 8 horas.
Quantificacdo de densidades celulares

A quantlfncagao das densidades celulares foi realizada em 6 dias

- depois do estado epiléptico em 8 ratos pllo-DZP, 8 pilo-TC10, 7 pilo-TC30, 7

pilo-TC60, e 6 salina-salina. Em 14 dias depois do estado epiléptico, os a-
nimais' foram profundamente anestesiados com 1,8 g/kg de pentobarbital
(Dolethal®, Vetoqumol Lure, Franga. Em seguida os cérebros foram remo-
vidos e congelados Fatias seriais de 20 pm foram cortadas em um cnostato |
secadas ao ar durante varios dias antes de coloragéo por tionina.

A quantificagdo das densidades celulares foi realizada com uma
grade microscépica de 1 cm? de 10 x 10 caixas sobre segdes coronais de
acordo com as coordenadas’vestere_otéxicas do atlas do cérebro de rato (Pa-
xinbs e Watson, 1986). As contagens celulares foram realizadas dua_s vezes

em uma maneira cega e foram a médida de no minimo 3 valores de 2 se- -

coes adjaCentes em cada animal individual. As contagens envolveram so-
mente células maiores do que 10 pm, as células menores sendo considera- |
das como células gliais. '
Coloracdo de Timm

Em 2 meses depois do inicio dos ataques apopléticos recorren-
tes esponteneos o desenvolvimento de fibras musgosas foi exammado em
ratos no periodo crénico exposto ao composto de teste ou DZP e em 3 ratos
salina-salina. Os animais foram profundamente anesteS|ados e perfundiso
trahscardialmvente com_solugéo salina seguida por 100 ml de 1 ,15% (em pe-
so / voiume) de Na,S em tamp@o de fosfato a 0,1 M, e 100 ml de 4% (em
vol/ivol) de formaldeido. em tampao de fosfato a 0,1 M. Os cérebros foram
removidos do cranio, pés-fixados em formaldeido a 4% durante 3 a 5 horas
e segées de 40 pm foram cortadas em um vibratoma déslizante e montadas
sobre laminas reVestidas com gelatina. ' ’

No dia seguinte, as se¢des foram desenvolvidas no escuro em
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uma solugdo a 26°C de 50% (em peso / volume) de goma arabica (160 ml),
tampao de citrato de sédio (30 ml), 5,7% (em peso / vdlume) de hidroquino-
na (80 mi) e 10% (em pesb / volume) de nitrato de prata (2,5 ml) durante 40
a 45 min. As se¢des foram em Seguida enxaguadas com agua corrente a

" 40°C durante no minimo 45 min, enxaguadas rapidamente com &gua desti-

lada e deixadas para secar. Elas foram desidratadas em etanol e cobertas

com sobrelamina.
O desenvolvimento de fibras musgosas foi avaliado de acordo

 com critérios previamente descritos no hi'pocampo dorsal (Cavazos et al.,

1991, J Neurosci 11:2795-2803.), os quais se seguem: 0 - sem granulos en-
tre as pontas e a crista do DG; 1 - granulos esparsos na régiéo supragranu-
lar em uma distribuicao desigual enire as pontas e crista do DG; 2 - granulos
mais numerosos em uma diStribuigédcontinua entre as pontas e crista de
DG; 3 - granulos proeminentes em um padrao continuo entre pontés e cris-
ta, com ocasionais patches de granulos confluentes entre pontas e crista; 4 -

granulos proeminentés que formam uma banda laminar densa confluente .

' entre pontas e crista e 5 - banda laminar densa confluente de granulos que

se estende para dentro da camada molecular interna.

Andlise de dados . _
Para a comparagao das caracteristicas do estado epiléptico em

animais com pilo-salina'e com pilo-composto de teste, foi usado um teste t
de Student ndo-pareado. A comparagéo entre o numero de ra_toé acometen-
do em ambos 0s grupos foi realizado por meio de um teste Chi quadrado.
Para leséo neuronal, foi realizada analise estatistica entre os grupos usando
ANOVA seguido por um teste de Fisher para comparagbes multiplas usando
o software Statview (Fisher RA, 1946a, Statistical Methods for Research

Workers (10th edition) Oliver & Boyd, Edinburgh; Fisher RA, 1946b, The De- -

sign of Experiments (4th edition) Oliver & Boyd, EdinbUrgh)
Caracteristicas comportamentais e do EEG de estado epiléptico por litio-

pilocarpina

Um numero total de ratos Sprague-Dawley pesando 250 a 330 g

foram submetidos a estado epiléptico induzido por Li-pilo. As caracteristicas
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comportamentais do estado epiléptico foram idénticas tanto nos grupos de
pilo-salina e pilo-composto de teste. Dentro de 5 min depois da injegao de

‘pilocarpina, os ratos desenvolveram diarréia, piloeregdo e outros sinais de

estimulagdo colinérgica. Durante os 15 a 20 min seguintes, os ratos apre-
sentaram os ratos apresentaram comportamento de balancgar de cabega, de
cogar, de mastigagdo e exploratério. Ataques apopléticos recorrentes se ini-

- ciaram em torno de 15 a 20 minutos depois da administragao de pilocarpina.

Estes ataques apopléticos os quais associaram episédios de mioclénio de
cabeca e pata dianteira bilateral com empinamento e queda ‘progrediram
para estado epiléptico em cerca de 35 a 40 min depois de pilocarpina, con-
forme previarhente descrito“(Turski et al.,, 1983, Behav Brain Réé '79:315-‘

335.). _ .
Padrdes de EEG terns durante Estado Epiléptico

Durante a primeira hora do estado epiléptico, na auséncia de

" tratamento farmacolégico, a amplitude do EEG aumentou progressivamente

enquanto a freqiiéncia diminuiu. Dentro de 5 min depois da inje¢ad.de. piIO-'

| carpina, a atividade do EEG de fundo normal foi substituida com atividade

rapida de baixa voltagem no cértex enquanto apareceu ritmo teta (5-7 Hz)
no hipocampo. Por volta de 15 a 20 min, foram registradas atividade rapida
de alta voltagem sobrrposta sobre o ritmo teta hipocampal e isolados pic‘os‘
de alta voltagem somente no hipocampo enquanto a atividade do cortex ndo
mudou substancialmente. -

Por voltav de 35 a 40 min depois da injegéo de pilocarpina, os
animais' desenvolveram ataques apdpléficos eletrograficos tipicos com rapi-
da atividade de alta voltagem preéente tanto no hipocampo quanto no cortex
a qual ocorreu primeiro como explosdes de atividade precedendo ataques
apopléticos e foram seguidos por continuas séries de picos de alta voltagem
e polipicos durante até a administragdo de DZP ou do compostd de teste.
Em cerca de 3 a 4 horas de estado epilépt_icb, o EEG hipocampal foi carac-
terizado por descargas eletrogréficas periédicas (PEDs,'cerca de um segun-
do) no grupo corh pilo-DZP e no pilo-10 tanto no hipocampo quanto no cor-
tex. A amplitude da atividade de fundo do EEG foi baixa nos animais pilo-
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TC60. Por volta de 6 a 7 horas de estado epiléptico, ainda estava presente |

atividade de formagéo de picos no cortex e no hipocampo nos ratos tratados
com DZP e com TC10 enquanto a amplitUde da EEG diminuiu e voltou éos
niveis basais no hipocampo de ratos TC30 e em ambas as estruturas de -
ratos tratados com TC60. Nao houve diferenga entre os grupos TC10, TC30,
e TC60. Por volta de 9 horas de estado epiléptico, picos isolados ainda fo-
ram registrados no hipocampo de ratos tratados com composfo de teste e

ocasionalmente no cértex. Em ambas as estruturas, a atividade de fundo foi

de amplitude muito baixa neste momento.
Mortahdade induzida por estado epiléptico -

Durante as primeiras 48 horas depous de estado epiléptico, o
grau 'de_ mortalidade foi similar em ratos pilo-DZP (23%, 5/22), pilo-TC10 rats

 (26%, 6/23), and pilo-TC30 rats (20%, 5/25). O indice de mortalidade foi lar-

gamente reduzido em ratos pilo-TC60 nos quais somente atingiu 4% (1/23).
A diferenca foi estatisticamente significativa (p < 0,01). o
Caracteristicas do EEG da fase silenciosa e ocorréncia de atagues apopléti-

_cos recorrentes espontaneos

Os padrbes do EEG durante o perlodo silencioso foram simila-
res em ratos pilo-DZP e pilo-TC10, 30 ou 60 Em 24 e 48 h dias depois do
estado epiléptico, o EEG basal ainda estava caracterizado pela ocorréncia
de descargas eletrogréficas periddicas (PEDs) nas quais largas ondas ou

- picos podem ser sobrepostos. Entre 1e 8h depois de inje¢ao do composto

de teste ou injecao de veiculo, ndo houve alteragdo nos grupos pilo-DZP ou
piIb-TC10. Em ratos TC30 e TC60, a frequéncia e a amplitude das PEDs

" diminuiram tdo cedo quanto 10 minutos depois da injegéo e foram sibstitui-

das por picos de grande amplitlude no grupo TC30 e de baixa amplitude no
grupo TC860. Por volta de 4 horas depois da inje¢do, o EEG tinha retornado
aos niveis basais nos dois ultimos grupos. Por volta de 6 dias depois do es-
tado epiléptico, o EEG ainda era de menor amplitude do que antes da inje-
¢do de pilocarpina e na maioria dos grupos ainda puderam ser registrados
picos, ocasionaimente nos ratos pilo-DZP, -TC10 e -TC30. Em ratos pilo-
TC60, a freqliéncia de picos de grande amplitude foi maior do que em todos
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~ 0s outros grupos. Depois da injegdo do composto de teste ou de veiculo, 0

registro do EEG néq foi afetado pela injegdo nos grupos pilo-DZP e pilo-
TC10. Em ratos pilo-TC30, a inje¢do induziu a ocorréncia de ondas lentas
no EEG tanto do hipocampo quanto do cdrtex e uma reduzida frequéncia de

picos nos ratos pllo-TCGO
Todos os ratos expostos aDZP, TC10e TC30 e estudados até a

- fase cronica dese_nvolveram SRS com uma laténcia similar. A laténcia foi de

18,2 + 6,9 dias (n = 9) em ratos pilo-DZP, 15,4 + 5,1 dias (n = 7) em ratos
pilo-TC10, 18,9 £ 9,0 dias (n = 10) em ratos pilo-TC30. No grupo de ratos
submetidos a TC60, um subgrupo de ratos se tornou eplleptlco com uma
laténcia similar & dos outros grupos, isto e 17,6 = 8,7 dlas (n=7) enquanto
outro grupo de ratos se tornou epiléptici com um atraso muito mais longo
variando de 109 a 191 dias pds-SE (149,8 + 36,0 dias, n = 4) e um rato nao

se tornou epiléptico em um atraso de 9 meses po6s-SE. A diferenga na latén-

cia para SRS entre piIb-DZP, pilo-TC10, pilo-TC30 e o primeiro subgrupo de

ratos pilo-TPM60 nao foi estatisticamente significante. Nenhum dos ratos

| salina-salina (n = 5) desenvolveu SRS.

" Para calcular a frequéncia de SRS em ratos expostos a pilocar-

-pina foi considerada a gravidade do ataque apoplético e ataques apopléti-

cos diferenciados estagio lli (ataques apopletlcos clonicos de musculos fa0|-

ais e membros antenores) e estagao IV-\. (empinamento e queda). A fre- |
quéncia de SRS estagio Ill por semana em ratos pilo-DZP e pilo-composto
de teste foi varidvel entre os grupos. Foi baixa, constante nos grupos pilo-
DZP e pilo-TCGO (com inicio de SRS precoce) durante as 3 primeiras sema-
nas e tinha desaparecido durante a 4* semana no grupo pilo-DZP. A fre-
quéncia de SRS estéagio Il foi maior no grupo pilo-TC10 onde estava signifi-
cativamente aumentada sobre valores de pilo-DZP durante as semanas 3 e
4. A freqiiéncia de SRS estagio IV-V mais severa foi a maior durante a pri-
meira semana na maioria dos grupos, excetb pilo-TCSO e TC60 com inicio
de ataque apoplético tardio onde a freqiéncia de SRS foi constante durante
todas as 4 semahas no grubo TC30 e durante as duas primeiras semanas

no grupo pilo-TC60 com inicio de SRS tardio no qual nenhum ataque apo-
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_plético estagio IV-V onde nenhum ataque apoplético foi registrado depois da

segunda semana. A freqiéncia de SRS estagio IV-V foi significativamente

reduzida nos grupos TC10; TC30 e TC60 ’(com inicio de SRS precoce) (2.3-

6, 1 SRS por semana) comparados com o grupo pilo-DZP (_11.3 SRS por-
semana) durante a primeira semana. Durante as semanas 2-4v a frequéncia

de SRS estagio IV-V foi reduzida em todos os grupos comparada com a

primeira semana atingindo valores de 2 a 6 ataques apopléticos por sema-

na, exceto no grupo pilo-TC60 com inicio de SRS precoce onde a frequéncia

de ataques apopléticos foi signifiéativamente reduzida para 0,6 a 0,9 ataque

apoplético por semana comparado com o grupo pilo-DZP no qual a frequén-

cia de SRS variou de 3,3 a 5,8. |

Densidades celulares no hipocampo, talamo e cértex

Em ratos pilo-DZP comparados com ratos salina-salina, 0 name-

. To de células foi massivamente reduzido na regidao CA1 do hlpocampo (70%

de perda celular na camada de células piramidais) enquanto a regido CAS
foi menos extensivamente danificada (54%. de perda celular em CA3a e 31% .

“em CA3b). No giro dentado, os ratos pilo-DZP experimentaram extensiva

perda celular no hilo (73%) enquanto a camada de células granulares nao

_ - apresentou dano visivel. Foi observado dano similar no hipocampo ventral
20

mas ndo foram realizadas contagens celulares nesta regido. Também foi
registrado dano extensivo no ncleo talamico lateral (91% de perda celular)
enquanto o nucleo taldmico mediodorsal foi mais moderadamente danificado
(56%). No cortex pi'riforme, a perda celular foi total nas camadas -1V que
nao foi mais visivel e atingiu 53% na camada |l em ratos pilo-DZP. No cértex

‘entorrinal dorsal, as camadas Il e llI-IV sofreram ligeiro dano (9 e 15%, res-
~ pectivamente). A camada Il do cértex entorrinal ventral foi totalmente pre-

servada enquanto as camadas llI-1V sofreram uma perda de 44%.

| ‘No hipocampo de animais pilo-composto de teste, a perda celu-
lar foi reduzida comparados com ratos pilo-DZP na camada piramidal CA1
na qual a perda celular atingiu 75% em animais pilo-DZP e 35 e 16% nos
animais pilo-TC30 ou pilo-TC60, respectivamente. Esta diferenca foi estatis-

ticamente significante nas duas doses de composto de teste. Na camada
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piramidal CAS, o composto de teste ndo proporcionou qualquer prote¢ao na
area CA3a enquanto a dose de 60 mg/kg do compoéto de teste foi significé—
tivamente heu_roprotetora em CA3b. No giro dentado, a perda c_élular no hilo
foi similar em animais pilo-composto de teste (69-72%) e pilo-DZP (73%).
Nos dois nucleos talamicos, a dose de 60 mg/kg também foi protetora redu-

zindo o dano neuronal por 65 e 42% no nucleo lateral e mediodorsal, res-

- . pectivamente. No coértex cerebral, o tratamento com o composto de teste

proporcionou pfotegéo neuronal comparado com DZP somente na maior
dose, 60 mg/kg. Nas duas menores doses, 10 e 30 mg/kg, a perda total de
célulés e desorganizagao de tecido observadas nas camadas HlI-IV do cortex
piriforme foi idéntica em ratos pilo-DZP. e ratos pilo-composto de tes{e. e nao
permitiu qualquer éontagem em quaisquer dos grupos. Nas camadas |l e III-  |
IV do cértex piriforme, o tratamento com TC60 reduziu 0 dano neuronal re-
gistrado nos ratos pilo-DZP por 41 e 44%, respectivamente. No cértex entor-

rinal ventral, foi induzida neuroprotecdo por administragédo de TC60 nas ca-

madas IH-1V e atingiu 31% comparados com ratos pilo-DZP. No cortex entor-
rinal, houve uma ligeira pi'ora da perda celular em ratos pilo-TC10 compara-"
dos com ratos pilo-DZP nas camadas llI-IV do cértex entorrinal dorsal (28%

. mais dano) e camadas IlI-IV do cértex entorrinal ventral (35% mais dano).

Nas outras doses do composto de teste, a perda celular no cértéx entorrinal
foi similar a perda registrada em ratos pilo-DZP. |
Desenvolvimento de fibraé musgosas no hipocampo

Todos os ratos apresentando SRS em Qrupos tratados com pilo-
DZP e pilo-TPM apresenta_ram' intensidade similar de tingimento de Timm na

- camada molecular interna do giro dentado (escores 2 a 4). O tingimento de

Timm estava presente tanto nas laminas superior quanto inferior do giro
dentado. O valor rﬁéd_io do escore de Timm na lamina superior atingiu 2,8 +
0,8 em ratos pilo-DZP (n = 9), 1,5 + 0,6 em ratos pilo-TC10 (n =7),26+1,0
em ratos pilo-TC30 (n = 10), e 1,5 + 0,7 em todo o grupo de ratos pilo-TC60
(n = 11). Quando o grupo de pilo-composto de teste a 60 mg/kg foi subdivi-
dido de acordo Com a laténcia para SRS, o subgrupo com ocorréncia de

SRS inicial apresentou um escore de Timm de 1,8 + 0,6 (n = 6) e 0 subgrupo



10

15

20

25

30

54

de ratos com ocorréncia tardia ou -auséncia de SRS teve um escore de

Timm de 1,2 £ 0,6 (n = 5). Os valores registrados nos ratos pilo-DZP foram
estatisticamente significativamente diferentes dos valores no subgrupo pilo-
TC10 (p = 0,032) e no subgrupo piIo-TCGO com ataques apopléticos tardios -
ou sem ataques apopléticos (p = 0,016). '
Discusséo e conclnus()es |

Os resultados do pres;enté estudo mostram que um tratamento

de 7 dias com o composto de teste iniciando em 1 h depois do inicio do es-

tado epiléptico é capaz de proteger algumas éareas cerebrais contra lesao
neuronal, por exemplo, na camada de células piramidais da area CA1 e
CA3b, o tadlamo mediodorsal, camadas Ii e llI/IV do cértex piriforme e cama-

das I1I-1V do cértex entorrinal ventral, mas somente na maior dose do com-

_posto de teste, isto €, 60 mg/kg. A pultima dose do composto de teste tam-

bém é capaz de retardar a ocorréncia de SRS, no minimo em um subgrupo
de animais que se tornaram ‘epilépticos com um retardo médio que foi cerca
de 9 vezes mais longo do que nos outros grupos de animais e um animal .

“nao se tornou epilépticd em um retardo de 9 meses depois do estado epilép-

tico.

_ Estes resultados mostram que um composto com propriedades
antiictais, as quais séd as propriedades cléssicas dos farmacos comerciali-
zados mais’ antiepilépticos, também é capaz de retardar a epileptogénese,
isto &, é antiepileptogénico. Os dados do presente estudo também mostram-
que o tratamento com o composto de teste, qualquer que seja a dose uéada,
reduz a gravidade da epilepsia uma vez que reduz o nimero de ataques a-
popléticos do estagio V-V, principalmenfe durante a primeira semana de
ocorréncia e durante todo o p’eriodo de 4 semanas de observagéo com o
composto de teste em tratamento com 60 mg/kg. Além dissd, no grupo de
TC10, ha uma alteragado para um aumento na ocorréncia de ataques apopleé-
ticos do estégio Ill menos graves que sao mais NUMErosos do que no grupo
de pilo-DZP. ‘

Exemplo Dois

O objetivo do presente projeto foi continuar o estudo reportado
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no Exemplo um acima sobre as potenciais propriedades neuroprotetoras e
antiepileptogénicas do composto de teste (TC) no modelo de de epilepsia do
lobo temporal por litio-pilocarpina (Li-Pilo). No primeiro estudo.‘ foi' démons-
trado que o composto de teste foi capaz de proteger as areas CA1 e CA3 do
hipocampo, cdrtex o piriforme e ventral entorrinal contra lesdo neuronal in-
duzida por estadovrepiléptico (SE) por Li-Pilo. A maioria destas propriedades

* - neuroprotetoras ocorreu na maior dose estudada, 60 mg/kg e o tratamento

foi capaz de retardar a ocorréncia de ataques apopléticos espontaneos em
36% (4 em 11) dos ratos. No presente exemplo, s&o estudadas as conse-
quéncias de tratamento por maiores doses do composto de teste sobre o
dano neuronal e a epileptogénese. ' | |

O modelo de epilepsia do lobo temporal induzida por litio- pllocar- |
pina » |

O modelo de epilepsia induzida em ratos por piloca'rpina associ-
ada com litio (Li-Pilo) reproduz a maioria das caraacteristicas clinicas e heu-

roflsvologlcas de epllepS|a do lobo temporal humana (Turski et al., 1989; Ca-

valheiro, 1995). Em ratos adultos, a administragéo sistémica de pllocarpma

leva a estado epiléptico o qual pode durar por até 24 horas. O indice de leta-
lidade atinge 30 a 50% durante os primeiros dias. Nos animais sobreviven-
tés, o dano neuronal predomina dentro da formagéo hipocampal, os cortices
piriforme e entorrinal, o talamo, o complexo amigdaldide, o neocértéx ea
substantia nigra. Este periodo de ataque apoplético € seguido por uma fase "
livre de ataque apoplético "silencioso" durando por uma duragdo media de
14 az25 dnas depois dos quais todos os animais apresentam ataques apoplé- -
ticos convulsivos recorrentes espontaneos na freqiéncia usual de 2 a 5 por
semana (Turski et al., 1989; Cavalheiro, 1995; Dubé et al., 2001). Os farma-
cos aniiepilépticos atuais ndo previnem a epileptogénese e séo somente
transietoriamente eficientes sobre ataques apopléticos recorrentes.

No estudo anterior, estudou-se oé potenciais efeitos neuroprote-
tores e antiepileptogénicos's de doses crescentes do composto de teste ad-
ministradas em monoterapia e comparadas com o tratamento padrdo com

diazepam (DZP) administrado principalmente para previnir alta mortalidade.
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Estes dados mostram que um tratamento de 7 dias com 10, 30 ou 60 mg/kg -
do composto de teste iniciando em 1 hora depois do inicio do estado epilép-

- tico é capaz de proteger algumas areas cerebrais contra dano neuronal. Es-

te efeito é estatisticamente significante na camada celular piramidal da area

- CA1 e CA3b, 0 talamo mediodorsal, as camadas |l e lll-IV do cértex piriform

e as camadas IlI-IV do cdrtex ventral entorrinal, mas somente na maior dose
de composto de teste, isto.é, 60 mg/kg. Além 'disso, parece que a ultimé do-
se de composto de teste também ¢é a Unica dose de composto de teste que
é capaz de retardar a o‘corréncié de SRS, no minimo em um subgrupo de
animais quev se tornaram epilépticos com um retardo médio que foi cerca de
9 vezes mais Ibngo do que nos outros grupos de animais e um animal nao
se tornou epiléptico em um atraso de 9 meses depois do estado epiléptico.
No presente estudo os efeitos de diferentes doses do composto

de teste, isto &, 30, 60, 90 e 120 mg/kg (TC30, TC60, TC90 e TC120) foram

testados usando o mesmo design que no estudo anterior. O tratamento foi
iniciado uma hora depois do inicio do estado epiléptico e os animais foram .

‘tratados com uma segunda inje¢do da mesma dose do farmaco. Este trata-

mento inicial do estado epiléptico foi seguido por um tratamento de 6 dias
com TC . Este relatério diz respeito aos efeitos das quatro diferentes doses
de TC sobre dano neuronal avaliado no hfpocampo, nos cértices parahipo-
campais, no talamo e na amidala ,erh 14 dias depois de estado epiléptico e
sobre a laténcia para e a freqiéncia de ataques epilépticos esponténebs.
Métodos

- Animais

Ratos machos adultos Spra'gue-Dawley proporcionados. pelo
Janvier Breeding Center‘(Le Genest-St-Isle, Franga) foram alojédos sob
condigbes 'padfonizadas controladas e ndo apinhadas em 20 a 22°C (ciclo
de qu/ escuriddo, luzes ligadas das 7 horas da manha as 7 horas da noite),
com ‘alime'nto e agua disponiveis & vontade. Toda a experimentagéo animal
foi realizada de acordo com as regulamentagdes da Diretiva do Conselho das
Comunidade Européia de 24 de novembro de 1986 (European Communities
Council Directive, 86/609/EEC), e o Departamento de Agricultura Francés
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(French Department of Agriculture, Licenga N° 67-97).
Inducdo de estado epiléptico, tratamento com TC e ocorréncia de SRS

" Todos os ratos receberam cloreto de litio (3 meqg/kg, i.p., Sigma,
St Louis, Mo, E.U.A.) e cerca de 20 horas depois, todos os animais também_
receberam brometo de metilescopolamina (1 mg/kg; s.c., Sigma) que foi

administrado para limitar os efeitos periféricos do convulsivante. Foi induzido

- . estado epiléptico injetando cloridreto de pilocarpina (25 mg/kg, s.b., Sigma)

30 min depois da metilescopolamina. Os efeitos de doses crescentes de TC
foram estudados em 5 gfupos de ratos. Os animais receberam ou 2,5 mg/kg
de DZP, i.m., ou 30, 60, 90 ou 120 mg/kg de TC (TC30, TC60, TCI0, TC120)
ip., em1 hora depOIs do inicio do estado epiléptico. O grupo controle rece-
beu veiculo ao invés de pilocarpina e TC. Os ratos.subrev:ventes ao estado
epiléptico foram em seguida injetados cerca de 10 horas depbis da primeira
injecdo de TC com uma segunda injegéo i.p. de 1,2‘5 mg/kg de DZP para o

grupo de DZP ou da mesma dose de TC como de manha e foram mantidos

sob um tratamento de duas vezes ao dia de TC (s.c.) por 6 dias adicionais
enquanto os ratos DZP receberam uma inje¢éo de veiculo. |
Os efeitos de DZP e as 4 doses de TC sobre a epileptogénese
foram investigados por registro em video didrio dos animais por 10 h por dia.
0 registro em video foi realizado por 4 semanas duranets as quais foi obser-
vada a ocorréncia do primeiro ataque apoplético bem como o numero total de
ataques apopléticos durante todo o periodo. Em seguida os animais foram reti-
rados do sistema de registro em video e mantidos por 4 semanas adicionais
nas instalagées_ para animais antes de serem sacrificados depois de um perio-
do total de 8 semanas de epilepsia. Os ratos que néao apresentaram ataques
apopléticos foram sacrificados depois de 5 meses de registro em video. |

Quantmcacao das densndades celulares

A quantificacdo das densidades celulares foi realizada em dons
momentos depois de estado epiléptico: um primeiro grupo foi estudado 14
dias depois de estado epiléptico e foi composto por 7v ratos tratados com
DZP, 8 TC30 , 11 TC60 , 10 TC90 , 8 TC120 e 8 ratos controle néo submeti-
dos a estado epiléptico. Um segundo grupo usado para o estudo da laténcia
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para SRS foi sacrificado ou 8 semanas depois do primeiro SRS ou em 5 meses

quando nao pode ser visto SRS neste atraso e foi composto por 14 ratos
tratados com DZP, 8 TC30, 10 TC60 , 11 TC90, 9 TC120. No momento,
ainda esta em progresso no segundo grupo de animais estudados para epi--
leptogénese a contagem neuronal e a contagem de longo termo e os dados
concernentes a esta parte do estudo ndo serdo incluidos no presen_te relatorio.
Para contagem neuronal, os animais foram profundamente a-

nestesiados com 1,8'g'/kg de pentobarbital (Dolethal®, Vétoquinol, Lure,
Franga). Em seguida os cérebroé foram removidos e congelados. Fatias se-
riais de 20 um foram coradas em um criostato, secadas ao ar durante varios
dlas antes de tlnglmento com tlonma Foi reallzada quantlflcagao das densi-
dades celulares com uma grade microscopica de 1 cm? de caixas de 10 x 10
sobre se¢bes coronais de acordo cdm as coordenadas estereotaxicas do
atlas do cérebro dos ratos (Paxinos e Watson, 1986). A grade de cbntagem
foi colocada sobre uma-area bem-définida da estrutura cerebral de intereste

e foi realizada contagem com um alargamento microscopico de 200 ou de

400 vezes definido para cada estrutura cerebral unica. Foram realizadas

contagens celulares duas vezes sobre cada lado de trés segoes adjacentes pa-
ra cada reglao por um Unico.observador nao ciente do tratamento dos animais.
Foi feita a médida do nimero de células obtidas nos 12 campos contados em

~ cada estrutura cerebral. Este procedimento foi usado para minimizar os erros

pdtenciais que podem resultar de dupla contagem levando a superestimativa.
dos niimeros de células. Neurdnios tocando as bordas inferior e direita da gra-
de ndo foram contados. As contagens envolveram somente neurdnios com
corpos celulares maiores do que 10 pm. ‘Células com corpos celulares pe-
quenos foram conS|deradas como células gliais e nao foram contadas

Anélise de Dados
‘Para dano neuronal e epileptogénese, foi realizada analise esta-

tistica entre grupos por meio de uma analise one-way da variancia seguida

por um teste de Fisher ou Dunnett post-hoc usando o programa Statistica.

Resultados ,
~Caracteristicas comportamentais de estado epiléptico por litio-
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pilocarpina |
Um numero total de 143 ratos Sprague-Dawley pesando 250 a .

/330 g foram submetidos a estado epiléptico induzido por litio-pilocarpina (Li-

pilo). Neste nimero 10 ndo desenvolveram estado epiléptico ao passo que
133 ratos desenvolveram um estado epiléptico por Li-pilo caracteristico ple-
no. As caracteristicas comportamentais do estado epiléptico foram idénticas

- tanto nos grupos li-pilo-DZP quanto li-pilo-TC. Dentro de 5 min Adepois» da

injegdo de pilocarpina, os ratos desenvolveram diarréia, piloeregao e outros
sinais de estimulag&o colinérgica. Durante os 15 a 20 min seguintes, os ra-
tos apresentaram comportamento de balangar de cabega, de cogar, de mas-
tigacao e exp';loratério. Ataques apopléticos recorrentes se iniciararh em torQ
no de 15 a 20 minutos depois da administragdo de pilocarpina. Estes ata-
ques apopléticos os quais associaram episédios de mioclénio de cabega e

pata dianteira bilateral com empinamento e queda progrediram para estado

‘epiléptico em cerca de 35 a 40 minutos depois de pilocarpina, conforme

descrito previamente (Turski et al., 1989; Dubé et al., 2001; André et al,,

| 2003). O grupo de controle ndo submetido a estado epiléptico e recebendo

litio e solucdo salina foi composto de 20 ratos.
- - -No grupo de 57 animais devotado a contagem celular em 14 di- -
as depois de estado epiléptico, um numero total de 13 ratos morreu durante
as ’primeiras 48 horas depois de estado epiléptico. O grau de mortalidade "
variou com o tratamento: 36%'(4/1 1) dos ratos DZP, 33% (4/12) dos ratos |
TC30, 8% (1/12) dos ratos TC60, 0% (0/10) dos ratos TC90. e 33% (4/1 2)
dos ratbs TC120 morreram. No grupb de DZP, os 4 ratos morreram nas pri-
meifas 24 horas depois de estado epiléptico. No grupo de ratos TC30, um
rato morreu no dia do estado epiléptico, um rato estava morto cerca de 24
horas depois de estado epiléptico e dois ratos cerca de 48 horas. No grupo
de ratos TC60, um rato morreu em 48 horas depois de estado epiléptico». No
grupo de ratos TC120, dois ratos estavam m.ortod cerca de 24 horas e dois
cerca de 48 horas depois de estado epiléptico.
No grupo de 55 animais devotado ao estudo da laténcia para

SRS e contagem celular final, o grau de mortalidade durante as primeiras 48
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horas depois de estado epiléptico foi o seguinte: 7% (1/1 4) dos ratos DZP,
27% (3/11) dos ratos TC30, 0% (0/10) dos ratos TC60 , 0% (0/11) dos ratos
TC90 e 0% (0/9) dos ratoé TC120 morreram. No grupo de ratos DZP, um
rato morreu durante as primeiras 24 horas depois de estado epiléptico. No-
grupo de TC30 , dois ratos estavam mortos em 24 horas e um em 48 horas
depois de estado epiléptico. ’
Densidades celulares no hlpocampo e no cortex na fase inicial
(14 dias depous de estado epllept|co)
' Em ratos DZP comparados com ratos controle, o nimero de

~ neurdnios foi massivamente reduzido na regiao CA1 do hppocampo (queda.

de 85% na camada de células piramidais) ao passo que a regido CA3 foi
danificada menos extensivamente (perda de 40%) (Tabela 1 e figura 1). No

_ giro dentado, ratos DZP sofreram extensiva perda neuronal no hilo (65%) ao

passo que a camada de células granulares nédo apresentou dano patente. A
mesma distribuigéo‘ de dano foi observada no hipocampo ventral'mas_ n&o
foram realizadas contagens celulares nesta regido.

No télamo,"a perda neuronal foi moderada nos nucleos medio-

dorsal central e lateral, no dorsolateral medial dorsal e no central medial

(queda de 18, 24, 40 e 34%, 'respectivamente),_ mais acentuada no nucleo
mediodorsal (49%) e_maior na divisdo ventral lateral do nucleo dorsolateral
(90%) (Tabela 1 e figura 2). Na amidala, a perda neuronal foi moderada no
nucleo medial ventral posterior (38%) e mais acentuada nos ntcleos basola-
teral e medial dorsal anterior (queda de 73 e 53%, respectivamente). Nao
houve dano neuronal no nucleo central (Tabela 1 e figura 3).

No cortex piriforme, a perda neuronal foi quase total na camada
Hl (94%) a qual nao foi mais prontamente visivel e atingiu 66 e 89% na ca-
mada dorsal e ventral Il, respectivamente em ratos DZP comparados com
ratos controle tratados com solugdo salina. No cértex dorsal entorrinal, as
camadas Il e lll-V sofreram ligeiro dano (18 e 24%, respectivamente) e nas
camadas ventrais Il e II//IV, o dano atingiu 22 e 74%, respectivamente (Ta-

bela 1 abaixo e figura 4).
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No hipocampo de animais tratados com TC, a perda celular foi
significativamente reduzida comparada com ratos DZP na camada de célu-
las piramidais CA1. Esta redugdo foi acentuada em ratos TC30 , 60 ou 90
(perda celular de 36 a 47%) e proeminente no grupo TC120 (perda celular
de 12%). As diferencas foram estatisticamente significante's em todas as
doses de TC (Tabela 1 e figura 1). Na camada piramidal CA3, houve uma

-tendéncia a uma ligeira neuroprotec¢@o induzida por RWJ, somente na dose

de 120 mg/kg mas a diferenga com o grupo DZP néo foi significante. No giro
dentado, a perda celular no hilo foi similar nosa grupos DZP e TC30, 60 e 90
(queda de 61-66%) e houve uma ligeira tendéncia a dano reduzido no grupo
TC120 (perdav.neuronal de 53%) comparado com animais DZP (qUeda de'
66%). Nenhuma destas diferengas foi estati}sticamente significante. | |

No talamo, a perda neuronal foi similar em ratos DZP e TC30 e

TC60. TC foi significativamente protetor na dose de 60 mg/kg no nucleo dor-

- solateral medial dofsal e nas duas maiores doses, 90 e 120 mg/kg em todos

os nucleos talamicos, embora a diferenga néo tenha atingido significancia

nos nucleos mediodorsal central e central medial nos ratos TC80. Em ratos

TC120, a queda neuronal foi consideravelmen'te reduzida combarada com
ratos DZP. Variou de 4 a 19% € 0 nimero de neur6nios nao foi mais signifi-
éativamente diferente de animais controle, exceto no nucleo dorsolateral'
medial dorsal (Tabela 1 e figura 2). Na amidala, TC foi significativamente
protetor na dose de 30 mg/kg no nicleo basolateral e na dose de 60 mg,

também no nicleo medial dorsal anterior. Na maior dose, TC foi largamente

neuroprotetor o numero de neurdnios néo foi mais sugmflcatnvamente dife-
rente do nivel de controle e atingiu 86 a 99% do nivel de controle em todos
os nucleos da amidala (Tabela 1 e figura 3). '

| No cértex _cerebral,‘_o tratamento com TC néao protegeu significa-
tivamente qualquer area cortical comparada com o tratamento com DZP na
dose de 30 mg/kg. A 60 mg/kg, TC reduziu significativamente a perda neu-
ronal somente na camada Il do cértex piriforme dorsél (25% de queda com-
parado com 66% no grupo de DZP). A 90 e 120 mg/kg, TC protegeu signifi-
cativamente todas as trés areas do cértex piriforme comparado com o tra-
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tamento com DZP e na maior dose de TC, 120 mg/kg, a densidade neuronal
atingiu 78 a 96% dos niveis de controle, mesmo no c6rtex piriforme, a ca-
mada dorsal Il e a camada Il onde a populagéo neuronal estava quase to-
taimente depletada no grupo de DZP. Em todas as camadas do cértex dor- -
sal e ventral enforrinal, as duas menores doses de TC, 30 e 60 mg/kg néo
proporcionaram qualquer neuroprote¢édo. A dose de 90 mg/kg de TC prote-
geu significativamente as camadas |l e I/IV do cortex ventral ehtorrinal‘ (4e

17% de dano remanescente nas camadas Il e I/IV da parte dorsal e na ca-

- mada |l da parte ventral comparada com 19 e 73% no grupo de DZP). Na

maior dose de TC, 120 mg/kg, todas as partes do coértex entorrinal, tanto
dorsal quanto ventral foram protegidas e 0 numero de neur6nio_s nestas areas
ndo foi mais signifiéativamente diferénte do nivel nos controles (85 a 94% de
neur6nios sobreviventes comparado'dom 27 a 81% no grupo de DZP).

Laténcia para e freqliéncia de ataques apopléticos recorrentes

A laténcia para ataques apopléticos espontaneos atingiu um va-
lor médio de 15,5 + 2,3 dias no grupo de DZP (14 ratos) e foi similar (11,6 +

2,5 dias) no grupo de TC30 (8 ratos). Em maiores concentragdes de TC, os

animais podem ser subdivididos em subgrupos com laténcias curtas e lon- -
gas. Uma laténcia curta foi considerada como qualquer duragao mais curta
do que 40 dias depois 'de estado epiléptico. Alguns ratos apresentaram uma
laténcia para o primeiro ataque apoplético espontanec que foi similar a re-
gistrada nos grupos de DZP e de TC mas o numero de ratos apresentando

~ estes valores de laténcia curta diminuiu progressivamente com o aumento

na’concen_tragéo de TC. Portanto, em 30 mg/kg, 70% dos ratos (7/10) tive-
ram laténcias curtas para ataques apopléticos ao passo que em 90 e 120
mg/kg, esta percentagem' atingiu 36% (4/11) e 11% (1/9), respectivamente

(Tabela 2 abaixo e figura 5).
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Tratamento | Numero de | Laténcia para o primeiro ataque apoplético esponténeo
animais (dias)
DzZP 14 15,5 + 2,34
pilo-TC30 8 11,625
2 grupos
pilo-TC60 | 10 " Curta laténcia (n = 7) Longa laténcia (n = 3)
17,4 5,4 76,7 £15,6™ °°
3 grupos
: Cunta laténcia | Longa iaténcia |  Nao-epiléptico
pilo-TC90 11 ’ , :
: (n=4) (n=2) (n=5)
14,8+5,7 52,0 +1,0*° 150** °°
3 grupos
- L Curta laténcia | Longa laténcia |  Nao-epiléptico '
pilo-TC120 9 : "
‘ (n=1) (n=4) (n=4)
130 | 845%167° 150" °°

Tabela 2: Efeito de doses crescentes de TC sobre a laténcia para ataques.
apopléticos espontaneos. | - | |
**p<0,01,*p<0,05, diférengas estatisticamente significantes cdmparado
com o grupo pilo-DZP | - '
oo p < 0,01, ° p < 0,05, dnferengas estatlstncamente S|gmf|cantes comparado
com o grupo de curta laténcia

Nos grupos de TC60, 90 e 120, o valor médio dos ratos com
longas laténcias 'foi similar e variou de 52 a 85 dias. Finalmente, nas duas
maiores doses de TC, nds fomos c.apazes de identificar uma percentégem
de ratos que ndo desenvolveram qualquer ataque apoplético durante uma
duragao de 150 dias pds-SE. A percentagem de ratos néo-epilépticos atingiu

45% em ambas as doses de TC. .
A frequéncia de ataques apopléticos espontaneos foi sumular du-

rante as quatro semanas de registro. Apresentou uma tendéncia de ser mai-
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or no grupo de DZP e TC30 enquanto foi menor nos grupos de TC60, 90 e

120 (figura 6). Estas diferengas ndo atingiram importancia estatistica no ni-
vel de cada freqiéncia serﬁanal individual mas atingiram importancia para o
numero total ou médio de ataques apopiéticos durante as quatroA semanas.
O ndmero de ataques apopléticos também foi plotado de acordo
com a duragao da laténcia para o primeiro ataque apoplético espontaneo.
Animais com uma laténcia curta apreséntaratﬁ uma tendéncia para apresen-
tar 2 a 3 vezes mais ataques apopléticos durante as quatro semanas de re-
gistro do que ratos com um |ongd periodo de laténcia. Ndo pode ser realiza-
da andlise estatistica uma vez que ANOVA néo apresentou qualquer signifi-

~ céncia, mais provavelmente porque houve somente um animal no subgrupo

de curta laténcia dos animais TC120 (figura 7). No entanto, quando todos os
valores de laténcia foram plotados contra o0 numero de ataques apopléticos,
houve uma correlagao inversa significativa levando a uma linha reta -com um
coeficiente de correlagdo de — 0,4 (figura 8). ' _
 Para finalizar esta andlise, serdo realizadas mais duas medi-

‘¢Des. A primeira é contagem celular sobre os animais que foram registrados

por video e seguidos por 2 meses depois do primeiro ataque apoplético es-
pontdneo ou sacrificados em 5 meses para estudar a potencial correlagdo
entre a extenséo e a localizagéo da les8o cerebral e a ocorréncia de e/ou
laténcia pafa ataques apopléticos espontaneos. A segunda sera realizar um
seguimento de um ano da ocorréncia de ataque apoplético em um grUpQ de
ratos para estudar se ou ndo os animais que foram declarados "nao-
epilépticos” em 5 meses continuarao livres de ataques apopléticos.

Os resultados do presente estudo mostra que um tratamento
com TC iniciando em 1 h depois do inicio do estado epiléptico induzido por -
Li-pil tem propriedades neuroprotetivas na.camada de células piramidais
CA1 do hipocampo, e em todas as camadas do cortex entorrinal e piriforme

ventral e dorsal. TC protege também nicleos da amigdala e talamo. No en-

tanto, TC n&o é protetor na dose de 30 mg/kg, exceto em CA1, um nucleos
da amigdala e um talamico. Na dose de 60 mg/kg, a camada |l do cortex

piriforme dorsal e um segundo nucleo da amigdala também s&o protegidos.
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A 90 e 120 mg/kg, o farmaco protege a maior parte das regides cerebrais
estudadas, exceto CA3 hipocampal e o hilo do giro dentado. As duas ultimas
estruturas mais o nucleo talamico dorsolateral ventral dorsal séo as unicas
regides onde o nimero de neurdnios permanece significativamente diferente
dos controles na dose de 120 mg/kg TC. A partir destes dados, as proprie’-

dades extremamente poderosas de neuroprote¢do de TC aparecem clara-

~ . mente. A molécula parece prevenir a morte neuronal na maioria das regides

pertencentes ao circuito da epilepsia limbica induzida por Li-pilo, isto &, o
hipocémpo, talamo, amidale e cortices parahipocampais. Estas s3o todas as
regides nas quais nos detectamos sinal de MRI no curso da epileptogénese
em ratos trat’a'dos com Li-pilo (Roch et al., 2002a). As duas ﬂnicas. regioes
que .ndo sdo protegidas eficazmente por TC sdo camada de células pirami-'
dais CA3 e o hilo do giruo dentado. A ultima regido sofre leséo celular rapida
e massiva (André et al., 2001; Roch et al., 20_02a) e nenhuma das neuropro-
tecdes que nos usémos nos estudos anteriores foram capazes de protéger
esta estrutura. N6s também, com base em estudos anteriores, identi_ﬁcamds

esta estrutura como uma area chave na iniciagdo e na manutengéo de ata-

ques epilé'pticos no modelo Li-pilo (Dubé et al., 2000). Obviamente, os pre-
sentes dados demonstram que a epileptogénese ‘pode ser prevenida muito
émbora a lesdo permanega bastante acentuada nesta area. Contagem de
células de longo termo sobre o grupo'de animais que foram registradbs em
video sera capaz de mostrar se ou ndo a extensdo da lesdo nesta regido €
crucial para epileptogénese neste modelo. '

O tratamento n&o afetou a laténcia para o primeiro ataque apo-
plético espontaneo na dose de 30 mg/kg. Nas 3 doses superiores, uma per-
centagem de animais desenvolveu epilepsia tao rapido quanto os ratos DZP
ou TC30 mas a importancia relativa deste subgrupo foi inversamente rela-
cionada com a dose de TC usada. Outro subgrupo, de tamanho constante (2
a 4 animais por grupo) desenvolveu epilepsia depois de uma laténcia 4 a 6
vezes mais Ionga enquanto as duas maiores doses do farmaco, 4 a 5 ratos
nao tinham se tdrnado epilépticos depois de 5 meses, isto &, cerca de 10

vezes a duracdo da laténcia curta e 2 a 3 vezes a da laténcia longa. Este
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atraso na ocorréncia de epilepsia pode se correlacionar com o numero de

neurénios protegidos nos cortices basais nos animais. Esta hipoptese se
baseia no fato de que observou-se alguma heterogeneidade na extensao de
neuroprotecao nos cortices basais dos animais submetidos a contagem neu-
ronal de curto termo em 14 dias depois de estado epiléptico. No entanto, no
momento, ndo realizou-se contagem. neuronal nos ahimais usados para o
estudo de epileptogénese e portanto, néo pode ser tirada nenhuma conclu-
sd0 sobre uma potencial relagdo entre o numero de neurénios sobreviventes
nos cortices basais e no indice ou mesmo na ocorréncia de epileptogénese.
Os 'dados obtidos no presente estudo estdo de acordo com o

estudo anterior deste grupo que reporta que a dose de 60 mg/kg de TC pro-
tegeu o hppocampo e os cortices basais contra lesdao neuronal e retardou a
ocorréncia de ataques apopléticos recorrentes (vide relatério anterior, 2002).
Os dados confirmm que a protegao dos cortices basais pode ser Um fator:
chave na indugcdo de um efeito modificador de doenga no modelo de epilep-
sia por litio-pilocarpina. O papel-chave dos cértices basais como iniciadores .

~do processo epiléptico foi previamente demonstrado por nosso grupo no

modelo de litio-pilocarpina (André et al., 2003; Roch et al., 2002a, b).
Em conclusdo, estes estudo mostra que o composto de teste
(TC) tem efeitos antiepileptogénicoss muito promissores.

Referéncias para o Exemplo 2

André V, Marescaux C, Nehlig A, Fritschy JM (2001) Alterations of the hip-
pocampal GABAergic system contribute to the development of spontaneous

recurrent seizures in the lithium-pilocarpine model of temporal lobe epilepsy.

Hippocampus 11:452-468.

= André V, Rigoulot MA, Koning E, Ferrandon A, Nehlig A (2003). Long-
term pregabalin treatment protects basal cortices and delays the occur-
rence of spontaneous seizures in the Iithium-piIOCarpine model in the rat.
Epilepsia 44:893-903. ' '

= Cavalheiro EA (1995) The pilocarpine model of epilepsy. Ital J Neurol Sci
16:33-37.

= Dubé C, Marescaux C, Nehllg A (2000) A metabollc and neuropatholog|-



10

15

20

25

30

69
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resonance imaging to the study of the lithium-pilocarpine model of tem-
poral lobe epilepsy in adult rats. Epilepsia 43:325-335.

= Roch C, Leroy C, Nehlig A, Namer IJ (2002b) Predictive value of cortical
injury for the development of temporal lobe epilepsy in P21-day-old rats:
a MRI approach using the lithium-pilocarpine model. Epilepsia 43:1129-
1136.

. Turski L, Ikonomidou C, Turski WA, Bortolotto ZA, Cavalheiro EA (1989)

Review: Cholinergic mechanisms and epileptogenesis. The seizures in-

duced by pilocarpine: a novel experimental model of intractable epilepsy.

Synapse 3:154-171. |
Referéncias citadas

Todas as referéncias citadas aqui séo incorporadas aqui, por
meio de referéncia em sua totalidade e para todos os fins na mesma exten-
sao cbrho se cada publicagdo ou patente ou requerimento de patente indivi-
dual fosse especifica e individualmente indicada para ser incorporada por
meio de referéncia em sua totalidade para todos os fins. ' o

- A discussdo de referéncias aqui é pretendida meramente para
resumir as assertivas feitas por seus autores e nao é feita admissao de que
qualquer referéncia constitua técnica anterior. As requerentes se reservam o
direito de testar a precisdo e a pertinéncia das referéncias citadas.

A presente invengdo ndo deve ser limitada em termos das mo-
dalidades particulares descritas neste pedido de patente, as quais sao pre-
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tendidas como ilustragdes unicas de aspectos individuais da inveng@o. Mui-

tas modificagbes e variagbes desta invengdo podem ser feitas sem se afas-
tar de seu espirito e émbiio, conforme sera evidente para os versados na
técnica. Métodos e equipamentos funcionalmente equivalentes dentro do -
ambito da invengdo, além daqueles enumerados aqui seréo evidentes para
os versados na técnica a partir da descrigéo' precedente e desenhos anexa-
dos. As modificagbes e variagoes referidas sdo pretendidas para incorrerem
dentro do ambito das reivindicacbes anexadas. A presente invengéo deve
ser limitada somente pelos termos das reivindicagdes anexadas, junto com o
pleno ambito de equivalentes aos quais as reivindi_ca¢6es referidas s&o inti-

tuladas.




REIVINDICACOES
1. Uso de um composto, ou um sal, ou éster farmaceuticamente

aceitavel do mesmo, selecionado entre o grupo consistindo em Formula (I) e

| Qs
OH ] )L-N\

R
% .
N o N_ Ry 7
X—- " \ﬂ/ ki o _-N
NS © X—-'— G \ﬂ/ \Rs
) |
O

7

Formula (11):
Rs

Férmula (1) Férmula (11)
5 emaque
fenila é substituida em X com de um a cinco atomos de halogé-
nio selecionados entre o grupo consistindo em flor, cloro, bromo e iodo; e,
Ri, Ry, Rs, Rs, Rs € Rg sdo selecionados de modo independente
entre o grupo consistindo em hidrogénio e C4-C, alquila; em que C+-C4 alqui-
10 la é opcionalmente substituida com fenila (em que fenila é opcionalmente
substituida com substituintes selecionados de modo independente entre o
grupo consistindo em halogénio, C4-Cq4 alquila, C4-C4 alcoxi, amino, nitro e
ciano),
caracterizado pelo fato de que é para a preparagdo de uma
15 composi¢do farmacéutica para tratar epileptogénese em um paciente que
necessite do mesmo. '
2. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato
de que X é cloro.
3. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato
20 de que X é substituido na posigdo orto do anel fenila. |
4. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato
de que Ry, Rz, Rs, R4, Rs e Rg sd0 selecionados de hidrogénio.
5. Uso de um enantiémero, ou um sal, ou éster farmaceuticamente
aceitavel do mesmo, selecionado entre o grupo consistindo em Férmula (1) e
25 Férmula (Il), ou mistura enantiomérica em que predomine um enantidmero

selecionado entre o grupo consistindo em Férmula (I) e Formula (H):
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0] l!l 0 R4 Rs
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L 0 i XY+ \ﬂ/ \R
X y o 6

Férmula (1) Férmula (If)

em que

fenila é substituida em X com de um a cinco atomos de halogé-
nio selecionados entre o grupo consistindo em fltor, cloro, bromo e iodo; e,

R4, Ro, Rs, R4, Rs e Rs s@o selecionados de modo independente
entre o grupo consistindo em hidrogénio e C4-C, alquila; em que C4-C4 alqui-
la é opcionalmente substituida com fenila (em que fenila é opcionalmente
substituida com substituintes selecionados de modo independente entre 0
grupo consistindo em halogénio, C+-C4 alquila, C1-C4 alcéxi, amino, nitro e
ciano),

caracterizado pelo fato de que é para a preparacao de uma
composigdo farmacéutica para tratar epileptogénese em um paciente que
necessite do mesmo.

6. Uso de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizado pelo fato
de que X é cloro.

7. Uso de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo fato

-de que X-é substituido na posi¢do-orto do anel fenila.

- ——— - 8. Uso deacordocom a reivindicagdo 5, caracterizado pelo fato

—deque Ry, Rz, Rs; RsRs e Rg séo selecionados de hidrogénio. — -

9. Uso de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizado pelo fato

~de qué um enantidmero selecionado entre 0 grupo consistindo em Férmula
- (1) e Férmula (Il) predomina na-extenséo de cerca de 90% ou mais.

" 10. Uso de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo fato

"de qué uim enantidmero sélecionado entre 0 grupo consistindo em Formula
(1) e Férmula (Il) predomina na extens&o de cerca de 98% ou mais.

11. Uso de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo fato

de que o enantibmero selecionado entre o grupo consistindo em Férmula (l)
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e Férmula (I1) é um enantiémero selecionado entre o grupo consistindo em

Formula (la) e Férmula (lla):

R
O Y 3
N : o] N_ O R4 /Rs
X— " \[( Re o._-N
| _ 0 I XN« \n/ .
X—'_ Rs
S O
Férmula (la) Formula (lla)

em que

fenila é substituida em X com de um a cinco atomos de halogé-
nio selecionados entre o grupo consistindo em fluor, cloro, bromo e iodo; e,

R;, Ry, Rs, R4, Rs € R sdo selecionados de modo independente
entre o grupo consistindo em hidrogénio e C4-C4 alquila; em que C1-C4 alqui-
la é opcionalmente substituida com fenila (em que fenila € opcionalmente
substituida com substituintes selecionados de modo independente entre o
grupo consistindo em halogénio, C1-C, alquila, C1-C4 alcéxi, amino, nitro e
ciano).

12. Uso de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado pelo
fato de que X é cloro.

13. Uso de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado pelo
fato de que X é substituido na posigéo orto do anel fenila.

14. Uso de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado pelo
fato de que Ry, Rz, Rs, R4, Rs € Re sdo selecionados de hidrogénio.

15. Uso de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado pelo
fato de que um enantiémero selecionado entre o grupo consistindo em Fér-
mula (la) e Férmula (lla) predomina na extensdo de cerca de 90% ou mais.

16. Uso de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado pelo
fato de que um enantidmero selecionado entre o grupo consistindo em For-
mula (la) e Férmula (lla) predomina na extensdo de cerca de 98% ou mais.

17. Uso de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo fato
de que o enantiémero selecionado entre o grupo consistindo em Férmula ()]

e Formula (I1) € um enantidmero selecionado entre o grupo consistindo em
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Formula (Ib) e Férmula (llb), ou uma forma de sal ou éster farmaceuticamen-

te aceitavel do mesmo:

Cl (??)H )L NH,
T A

Formula (Ib) Férmula (b)
18. Uso de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pelo

fato de que um enantiémero selecionado entre o grupo consistindo em For-
mula (Ib) e Férmula (llb) predomina na extensédo de cerca de 90% ou mais.
19. Uso de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pelo
fato de que um enantidmero selecionado entre o grupo consistindo em For-
mula (Ib) e Férmula (lib) predomina na extenséo de cerca de 98% ou mais.
20. Uso de acordo com a reivindicagdo 1 ou 5, caracterizado pe-
lo fato de que o(s) fator(es) predisponente(s) tornando o paciente com ne-
cessidade de tratamento com um farmaco antiepileptogénicos (um AEGD)
s&o selecionados entre o grupo consistindo em: lesdo ou trauma de qualquer
tipo do sistema nervoso central (CNS); infecgdes do sistema nervoso central;
anoxia; acidente vascular cerebral (AVCs); doencas auto-imunes afetando o
sistema nervoso central, por exemplo, [Upus; tocotraumatismos, por exem-
plo, asfixia-perinatal; parada cardiaca; procedimentos cirdrgicos vasculares
terapéuticos ou de diagndstico, por exemplo, endarterectomia da carétida ou
angiografia cerebral; trauma da medula espinhal; hipotensao; lesao do sis-
tema nervoso central por émbolos, hiper ou hipoperfuséo; hipoxia; predispo-

sicdo genética conhecida a distirbios que se sabe que respondem a A-

-EGDs; lesbes ocupando-o- espago-do sistema nervoso central; tumores ce-

rebrais, por exemplo, glioblastomas; sangramento ou hemorragia dentro do

ou circundando o sistema nervoso central, por exemplo, sangramentos intra-

cerebrais ou hematomas subdurais; edema cerebral; convulsdes febris; hi-
pertermia; exposi¢do a agentes toxicos ou venenosos; intoxicagao ou retira-
da de drogas, por exemplo cocaina ou alcool; histérico familiar de; disturbios
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de ataques ou um ataque relacionado com epilepsia como fendbmeno neuro-
légico ou disturbio relacionado com ataque, histérico de estado epiléptico;
tratamento corrente com medicagdes que reduzem o principio do ataque, por
exemplo, carbonato de litio, torazina ou clozapina; evidéncia por marcadores

ou biomarcadores substitutos que o paciente necessita de tratamento com

um farmaco antiepileptogénicos, por exemplo varredura por MRI apresen-

tando esclerose hipocampal, niveis séricos elevados de produtos de degra-
dacéo neuronal, niveis elevados de fator neurotréfico ciliar (CNTF) ou um
EEG sugestivo de um disturbio de ataque ou um ataque relacionado com
epilepsia como fenémeno neurolégico ou um disturbio relacionado com ata-
que analogo.

21. Uso de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado pelo
fato de que o(s) fator(es) predisponente(s) tornando o paciente com neces-
sidade de tratamento com um farmaco antiepileptogénicos (um AEGD) sao
selecionados entre o grupo consistindo em: trauma de cabeca fechada ou
penetrante; derrame ou outro acidente vascular cerebral (AVC); estado epi-
léptico e lesbes ocupando o espago do sistema nervoso central.

22, Uso de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizado pelo
fato de que o(s) fator(es) predisponente(s) referido(s) é (s&o) trauma de ca-
beca fechado ou penetrante.

23. Uso de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado pelo
fato de que o(s) fator(es) predisponente(s) referido(s) é (s@o) derrame ou
outro acidente vascular cerebral (AVC).

24. Uso de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado pelo
fato de que o referido fator predisponente é estado epiléptico.

25. Uso de acordo com a reivindicacdo 1 ou 5, caracterizado pe-
lo fato de que o referido composto (ou enantiémero), ou um sal, ou éster

farmaceuticamente aceitavel do mesmo, é administrado em administragao

“de combinagdo Com um ou mais outros compostos ou agentes terapéuticos.
'26. Uso de acordo com a reivindicagdo 25, caracterizado pelo

fato de que o referido um ou mais outros compostos ou agentes terapéuticos

sdo -selecionados entreo grﬂb‘o‘ consistindo erﬁ compostos que tém uma ou



mais das seguintes propriedades: atividade antioxidante; antagonista do re-
ceptor NMDA; capacidade para aumentar a inibicdo de GABA enddgena;
atividade inibitéria de NO sintase; capacidade de liga¢éao de ferro, por exem-
plo, um quelador de ferro; capacidade de ligacdo de cdlcio, por exemplo, um
5 quelador de Ca (Il); capacidade de ligagdo de zinco, por exemplo, um quela-
dor de Zn (Il); a capacidade para bloquear canais iénicos de sodio ou calcio;
a capacidade para abrir canais idnicos de potassio ou cloreto; de tal modo
que a epileptogénese ¢ inibida no paciente.
27. Uso de acordo com a reivindicagdo 26, caracterizado pelo
10 fato de que o referido um ou mais compostos podem ser, além disso, sele-
cionados entre o grupo consistindo em farmacos antiepilépticos (AEDs).
28. Uso de acordo com a reivindicagao 27, caracterizado pelo
fato de que o referido farmaco antiepiléptico (AED) é selecionado entre o
grupo consistindo em; carbamazepina, clobazam, clonazepam, etossuximi-
15 da, felbamato, gabapentina, lamotigina, levetiracetam, oxcarbazepina, feno-
barbital, fenitoina, pregabalina, primidona, retigabina, talampanel, tiagabina,
topiramato, valproato, vigabatrina, zonisamida, benzodiazepinas, barbitura-
tos ou hipnéticos sedativos.
29. Uso de acordo com a reivindicagao 1 ou 5, caracterizado pe-
20 lo fato de que a quantidade terapeuticamente eficaz é a partir de cerca de 0,
01 mg/Kg/dose a cerca de 100 mg/Kg/dose.
____ - .30.Uso de acordo com a reivindicagdo 1 ou 5, caracterizado pe-
lo fato de que o referido paciente ndo desenvolveu epilepsia por ocasiao da
- referida administragao.
25 31. Uso de acordo com a reivindicagao 1 ou 5, caracterizado pe-
lo fato de que o referido paciente esta em risco de desenvolver epilepsia por
. _ocasido.da referida_.administragdo. ... . —
32. Uso de_acordo com a reivindicagao 1 ou 5, caracterizado pe-

lo fato-de-que o referido- paciente desenvolveu-epilepsia por ocasido da refe-
30 rida administragao.
33. Uso de acordo com a reivindicagdo 1 ou 5, caracterizado pe-

lo fato de que a referida quantidade terapéutica é progressivamente reduzida
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a medida que o tratamento do processo epileptogénico progride no referido
paciente.

34. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 25 a
28, caracterizado pelo fato de que a quantidade do referido um ou mais ou-
tros compostos ou agentes terapéuticos administrados em combinagao com
o referido composto (ou enantiémero), ou um sal, ou éster farmaceuticamen-
te aceitavel do mesmo, é progressivamente reduzida a medida que o trata-
mento do processo epileptogénico progride no referido paciente.

35. Composicdo farmacéutica para tratar epileptogénese, carac-
terizada pelo fato de que compreende uma quantidade farmaceuticamente
eficaz de um enantidmero, ou um sal, ou éster farmaceuticamente aceitavel
do mesmo, selecionado entre o grupo consistindo em Férmula (I) e Formula
(1), ou mistura enantiomérica em que um enantiomero selecionado entre o

grupo consistindo em Férmula () e Férmula (ll) predomina:

0 /Ra
1 e
0] R,

OH Iia
R
AN O\n/N\R N/ >
| *

T o) : ;N O\n/ N
X Rg

= O

Formula (1) Férmula ()

em que

fenila é substituida em X com de um a cinco atomos de halogé-
nio selecionados entre o grupo consistindo em fluor, cloro, bromo e iodo; e,

R,, R,, Rs, R4, Rs e Rs sdo selecionados de modo independente
entre o grupo consistindo em hidrogénio e C-C, alquila; em que C4-C4 alqui-
la é opcionalmente substituida com fenila (em que fenila € opcionalmente
substituida com substituintes selecionados de modo independente entre o
grupo consistindo em halogénio, C1-C4 alquila, C4-C,4 alcoxi, amino, nitro e
ciano) e um veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.

36. Kit, caracterizado pelo fato de que compreende formas de
dosagens terapeuticamente eficazes de uma composi¢ao farmacéutica como
definida na reivindicacao 35, em uma embalagem ou recipiente apropriado,

junto com informagdes ou instrugdes para uso apropriado do mesmo.
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Hipocampo
1207 B Controle
! o pilo-DZP
100 pilo-TC30
80+ : @ pilo-TC60
Numero -+ |m pilo-TC90
de neurénios 60 . pilo-TC120
40+ . ,;r . hd
20 7
Hilus

o p<0.05, * p <0.01, diferenga estatisticamente significante entre o pilo-tc e o controle
li-salino em ratos .

+ p <0.05, * p < 0.01, diferencga estatisticamente significante entre o pilo-tc e o
pilo-dzp em ratos



2/8

FIG.2
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FIG.3
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FIG. 6
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relacdo entre a laténcia e o niumero de ataques epiléticos

FIG. 7
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correlagdo entre a laténcia e o niumero de ataques epiléticos

FIG. 8
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RESUMO
Patente de Invengéo: "USO DE COMPOSTO OU DE ENANTIOMERO CU
SAL OU ESTER FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEL DO MESMO PARA
TRATAR EPILEPTOGENESE, COMPOSIGAC FARMACEUTICA E KIT".

A presente invengéao refere-se a usos para prevenir, tratar, rever-
ter, inibir, ou interromper a epileptogénese em um sujeito compreendendo
administrar ao sujeito que necessite do mesmo uma quantidade terapeuti-
camente eficaz de um composto selecionado entre 0 grupo consistindo em

Férmula (1) e Formula (1f),

on .

" |
AN O AN 7 Re s
X—"' | AN * \n/ \
Z O X—7 Re
S o -

Formula (1) . Férmula (11)

ou um sal ou éster farmaceuticamente aceitavel do mesmo:

em que fenila é substituida em X com um a cinco atomos de ha-
logénio selecionados entre o grupo consistindo em fltior, cloro, bromo e iodo;
e, Ry, Ro, Rs, R4, Rs € Rs s80 selecionados de modo independente enire o
grupo consistindo em hidrogénio e C4-C4 alquila; em que C4-C4 alquila € opcio-
nalmente substituida com fenila (em que fenila & opcionalmente substituida
com substituintes salecionados de modo independente entre 0 grupo consis-

tindo em halocénio, Ci-Ca alquila, C1-Cq &lcdil, amino, nitro € ciano).

R
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