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DESCRIGAO

COMPOSTOS DO TIPO HIDRAZIDA E SUA UTILIZAQAO EM COMPOSIQéES
FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS CARDIOVASCULARES

A presente invencdo refere-se a novos compostos do
tipo hidrazina que s&do utilizados como agentes activos em
composicdes farmacéuticas destinadas, em particular, ao

tratamento de doencas cardiovasculares.

Apesar de uma farmacologia de investigacdo muito
activa e de grandes avancos no dominio cirtrgico, as
doencas cardiovasculares, acidentes corondrios e isquemias
cerebrais sdo a causa principal de morte e invalidez no
mundo industrial. A diabetes do tipo II e a sindrome
metabdlica associada a esta, a hipercolesterolemia, a
obesidade definida como um aumento da massa gorda, a
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e a dislipidemia
aterogénica caracterizada por perfis complexos de
lipoproteinas, sdo os factores de risco conhecidos das

doencas cardiovasculares.

Estas patologias tém em comum um disturbio do
metabolismo das lipoproteinas. A dislipidemia aterogénica
da diabetes do tipo II e da sindrome metabdlica, por
exemplo, caracteriza-se por uma taxa elevada de
triglicéridos (superior a 150 mg/dl), uma taxa de
colesterol associado a lipoproteina de densidade elevada,
baixa (HDLc inferior a 40 mg/dl), uma taxa de lipoproteina
de baixa densidade (LDLc) variavel (inferior ou superior a

100 mg/dl). Na hipercolesterolemia, a taxa circulante de
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colesterol LDL ¢ superior a 130 mg/dl, a taxa de
triglicéridos estéd pouco modificada em relacdo ao normal. A
hipertrigliceridemia muitas vezes associada a obesidade
caracteriza-se por um aumento muito acentuado dos
triglicéridos (superior a 200 mg/dl) gque entram na

estrutura das lipoproteinas.

A complicacdo mais grave de todas estas sindromes é a
aterotrombose. A aterotrombose ¢é uma patologia complexa
associada a estes disttrbios metabdlicos e cujo
desenvolvimento é silencioso, progressivo e pode
desenvolver-se muito cedo na vida, implicando véarias fases

sucessivas.

A formacdo de uma placa arterial rica em lipidos €& um
processo lento que se desenvolve em geral ao longo de
varias décadas. Trata-se de uma acumulacdo progressiva de
lipoproteinas, de macréfagos espumosos e de calcio ao nivel
da parede arterial. As placas afectam a maioria dos
individuos sujeitos a um regime rico em gorduras animais,
habitual nos paises ocidentais industrializadas, mas ha& uma
grande variabilidade inter-individual na velocidade de
progressédo e na extensdo das placas que é devida, em parte,

a caracteristicas genéticas.

A presenca de varios macrdéfagos espumosos na placa
torna-a vulnerdvel e ocasiona episddios de ruptura. A
ruptura da placa de aterosclerose e a formacdo de um trombo
plaguetario sédo os processos responsaveis pelas
complicacdes graves da doenca: o enfarte coronario e

cerebral e a morte sUbita. A gravidade da doenca depende,
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assim, em grande parte do tamanho da placa, da sua
estabilidade e da maneira como o trombo se forma por
ruptura desta placa. Este fendmeno ¢é mal conhecido e
implica muitas vezes um estado inflamatdério crdénico e uma
resposta imunoldgica. Hoje em dia, estdo disponiveis
diferentes opcdes terapéuticas para o tratamento destas

doencas.

Os agentes hipolipémicos, como as estatinas ou o
ezetimibe, tém uma eficdcia reconhecida. As estatinas séo
inibidores da 3-hidroximetilglutaril coenzima A reductase
que estd directamente implicada na sintese do colesterol.
As estatinas reduzem eficazmente a taxa de colesterol e
muito modestamente a taxa de triglicéridos. O ezetimibe
inibe a absorcdo intestinal do colesterol. Estd assim
prevista a utilizacdo destas moléculas na prevencéo
primédria e secundadria para a maioria dos pacientes em que a
taxa de LDLc esta elevada. Os ensaios clinicos
demonstraram, entretanto, que o beneficio médico dos
agentes hipolipémicos em relacdo ao risco cardiovascular é
de apenas 30 a 35%. A sua utilizacdo acompanha-se por vezes
de efeitos secunddrios ndo desejaveis que obrigam a parar o
tratamento. Em muitos casos, observam-se miopatias,

toxicidade hepéatica e fendmenos de intolerdncia.

Est4d igualmente previsto que os fibratos ou derivados
de 4cido fibrico sejam wutilizados no tratamento de
dislipidemias aterogénicas. As dislipidemias atingem
pacientes diferentes, com perfis lipidicos complexos: baixa
taxa de colesterol, taxa elevada de triglicéridos, baixa

taxa de HDLc. A utilizacdo de fibratos reduz o risco de
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acidentes cardiovasculares em cerca de 40%. A sua
utilizacéao é acompanhada, infelizmente, em varios
pacientes, de efeitos indesejaveis devido a intoleréncia,

toxicidade hepéidtica e miopatias.

O acidente trombdético que é a consequéncia da ruptura
de uma placa arterial é em geral tratado por agentes anti-
trombdéticos como o adcido acetilsalicilico, as

tienopiridinas ou as tianopiridinas.

O documento JP 11/106371 descreve derivados de acil-
hidrazona que podem ser utilizados em particular para o

tratamento de complicacdes diabéticas diversas.

H4, portanto, necessidade de novos compostos capazes
de tratar doencas cardiovasculares e em particular para
tratar o crescimento e a vulnerabilidade de uma placa

arterial.

A presente invencdo tem precisamente por objectivo
novos compostos do tipo hidrazida uteis como agentes
activos em composicdes farmacéuticas, em particular para o

tratamento ou prevencdo de doencas cardiovasculares.

Descrevem-se compostos com a féormula geral (1)

seguinte:

?1 R2

AYN\N’AB {AI \

O
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na qual:

- Rl e R2, 1idénticos ou diferentes, sdo seleccionados de
entre um 4tomo de hidrogénio, um radical alquilo inferior
linear ou ramificado de 1 a 6 &4tomos de carbono, um radical
fluoroalquilo de 1 a 6 Atomos de carbono e de 3 a 7 &tomos

de fltor,

- A representa um grupo aromatico de um ou mais ciclos que

compreendem eventualmente um ou mais heterodtomos,

- B representa um grupo fenilo eventualmente substituido ou

um grupo piridina eventualmente substituido.

Devido a funcdo hidrazida ao nivel da ligacdo dupla
N=C e do significado dos grupos B e R2, os compostos de
férmula (I) podem apresentar-se nas formas geométricas (E)
ou (Z) que existem quer em equilibrio, guer numa forma

unica, preferencialmente (E):

- forma (E) na qual os grupos ACONR1 e B estdo do outro

lado da funcdo imina N=C, designada por forma trans, ou

- forma (Z2) na qual os grupos ACONR1 e B estdo de um mesmo

lado da funcédo imina N=C, designada por forma cis.

Os compostos preferidos de fédrmula (I) sdo aqueles em

que B representa um grupo de fdédrmula (II) seguinte:
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N R
{11}
¥
R7 & Tinps
R6

em que Y, & um 4tomo de carbono para formar um anel fenilo,
ou um adtomo de azoto para formar um anel piridina e em que
R3, R4, R5, R6 e R7, 1idénticos ou diferentes, sé&o
seleccionados de entre: um 4dtomo de hidrogénio, um &tomo de
halogéneo e mais em particular, fltor, cloro e bromo, um

grupo de fdérmula -OH, -OR8 ou

- OCOR9, em qgque R8 e RY9 representam um radical alquilo
inferior linear ou ramificado de 1 a 6 carbonos, um grupo
amino -NH, ou -N(r,r') em que r e 1r', 1idénticos ou
diferentes representam um radical alquilo inferior linear,
um radical arilo, ou um heterociclo em que r e r' em
conjunto formam um heterociclo de tamanho wvariavel, de

preferéncia em posicdo para.

Os compostos preferidos s&o os de fédrmula (I) em que
R3 é um grupo de férmula -OR8 e pelo menos dois dos
substituintes R4, R5, R6 e R7 representam um &tomo de
hidrogénio. De entre estes, prefere-se igualmente, muito em
particular, os compostos de férmula (I) em que Y7 €& um

dtomo de carbono.
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Outros compostos preferidos s&o os de fédrmula (I) na
qual B tem a férmula (II) na qual Y; é€ um atomo de carbono,

de acordo com a férmula (I') seguinte:

?1 R2 R3

A\n,n\,/ R4
OO -

R7 RS
RS

A 1invencdo refere-se a compostos de férmula (I) na

qual A representa um grupo de fé4rmula (III) seguinte:

em que:

- X; é seleccionado de entre:

e um A4atomo de oxigénio e no caso em que o Jgrupo de
férmula (III) é um anel 2-furanilo ou 3-furanilo em
funcédo da posicdo da cadeia - (Xs)p—acil-hidrazida nos

carbonos o ou (B deste heterociclo,

e um Atomo de enxofre e no caso em que O grupo de
férmula (III) € um anel 2-tiofeno ou 3-tiofeno em
funcdo da posicdo da cadeia - (X4)p,—- acil-hidrazida nos

carbonos o ou B, podendo o Atomo de enxofre
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Xy

transportar um Aatomo de oxigénio para formar um
sulféxido, ou dois &tomos de oxigénio para formar uma

sulfona,

um adtomo de azoto e no caso do grupo de férmula (III)
¢ um anel 2-pirrolo ou 3-pirrolo em funcdo da posicédo
da cadeia acil-hidrazida nos carbonos o ou [ deste
heterociclo, este atomo de azoto pode transportar um
atomo de hidrogénio, um radical alquilo inferior de 1
a 6 atomos de carbono, um radical fluoroalguilo gue
possui de 1 a 6 atomos de carbono e de 3 a 7 a&tomos de
fldor, um radical acilo -COR10, no qual R10 representa
uma cadeia alquilo linear ou ramificada de 1 a 6

carbonos, ou um radical arilo ou aralqguilo,

e X3, 1dénticos ou diferentes, sdo seleccionados de

entre:

e um Aatomo de hidrogénio, uma cadeia algquilo inferior

linear ou ramificado de 1 a 6 &atomos de carbono, um
radical fluoroalgquilo com 1 a 6 &tomos de carbono e de

3 a 7 dtomos de fluor,

um atomo de halogéneo, de preferéncia um &atomo de

fltor, de cloro ou de bromo,

um grupo nitro -NO;, um grupo amino -NH; ou um grupo -
N(r, r'), em que r e r' 1idénticos ou diferentes
representam um radical alquilo inferior, linear ou

ramificado, um radical arilo, ou um heterociclo, em
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que r e r' em conjunto formam um heterociclo de

tamanho varidvel,

ou ainda X; e X3 estdo incluidos num anel aromatico do
tipo benzénico ou aza-benzénico se este ciclo contém um
dtomo de azoto, para formar um heterociclo aromdtico do
tipo benzofurano, gquando X; é& um &tomo de oxigénio, um
anel benzopirrolo quando X; €& um atomo de azoto livre ou
substituido como acima, um anel benzotiofeno quando X; é
um adtomo de enxofre livre ou substituido como acima, ou
ainda um anel do tipo piridino se estiver presente um

dtomo de azoto intraciclico,
-né 0 ou 1,

- X4, Se presente, representa um grupo -CH,-, OCH,-, ou -

CH=CH-.

Os compostos de férmula (I) em que B é um grupo de
férmula (II) e A um grupo de férmula (III) tém a fodrmula

(IV) seguinte

|

AR SR N N

X; . \{( N l (IV)
Y

R7 Z g5

R&
em queY;, Xi;, X, X3, Rl e R2 tém o mesmo significado que
anteriormente e R3 a R7 1idénticos ou diferentes, sé&do

seleccionados de entre: um adtomo de hidrogénio, um atomo de
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halogéneo e mais em particular, fltor, cloro e bromo, um

grupo de fédrmula -OH, -OR8 ou

- OCOR9, em qgque R8 e R9 representam um radical alquilo
inferior, linear ou ramificado, de 1 a 6 carbonos, um grupo
amino -NH, ou -N(r,r') em que r e 1r' idénticos ou
diferentes representam um radical alguilo inferior linear
ou ramificado, um radical arilo, ou um heterociclo em que r
e r' em conjunto formam um heterociclo de tamanho variéavel,

de preferéncia em posicdo para,

-né o0 ou 1,

X4, se presente, representa um grupo -CHy-, - OCH,-, ou -

CH=CH-.

Os compostos preferidos sdo os de foérmula (IV) em que
R3 é um grupo de férmula -OR8 e pelo menos dois dos
substituintes R4, R5, R6 e R7 representam um &tomo de
hidrogénio. De entre estes, preferem-se igualmente, muito
em particular, os compostos de férmula (IV) em que Y; & um

dtomo de carbono.

De entre os compostos de fédrmula (IV), a invencéo

refere-se mais em particular aos compostos seguintes:

o N'-[(IE)-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)metileno]-1-

benzotiofeno-2-carbohidrazida (designado por CGP02-

01),

10
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o (22)-3-(2-furil)-N'-[(IE)-(2-hidroxi-4, 6-
dimetoxifenil)metileno] acrilohidrazida (designado por

CGP02-02),

e N'-[(lE)-(2-hidroxi-4, 6-dimetoxifenil)metileno]-5-
metiltiofeno-2-carbohidrazida (designado CGP02-03),

e Acido 2-furanocarboxilico (2-hidroxi-4, 6-dimetoxi-

benzilideno)-hidrazida (designado por CGP02-07),

e Acido (lH-indol-3-11) acético (2-hidroxi-4, 6-
dimetoxibenzilideno)-hidrazida (designado por CGP02-

08),

e Acido benzo[b]ltiofeno-2-carboxilico (3,5-dibromo-2-
hidroxi-benzilideno)-hidrazida (designado por CGP02-

18).

Destes, prefere-se em particular o N'-[(IE)-(2-
hidroxi-4, 6-dimetoxifenil)metileno]-1-benzotiofeno-2-

carbohidrazida (CGP02-01).

Uma outra forma de realizacdo da invencdo refere-se a
compostos de fédrmula (I) na qual A representa um grupo de

férmula (IX) seguinte:

R17 (X0
{IX}

em que:

11
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- X1 e X4 tém o significado anterior,

-né 0 ou 1,

- R17 é seleccionado de entre:

e um atomo de hidrogénio, um radical algquilo inferior
linear ou ramificado de 1 a 6 &4tomos de carbono, um
radical fluorcalgquilo de 1 a 6 &tomos de carbono e de

3 a 7 4tomos de fluor,

e um &tomo de halogéneo, de preferéncia um &tomo de

fltor, de cloro ou de bromo,

e um grupo OR' em que R' inferior linear ou ramificado
de 1 a 6 A&tomos de carbono, um radical fluorocalqguilo

de 1 a 6 4tomos de carbono e de 3 a 7 dtomos de fluor.

Compostosde fédrmula (I) em que B & um grupo de férmula
(IT) e A é um grupo de férmula (IX) gue correspondem a

férmula (X) seguinte:

R1
xgn fo

R17

Z

i O

em que Y;, R1l, R2, R17, X;, X, e n tém o significado

anterior e R3, R4, R5, R6 e R7 idénticos ou diferentes, sé&o

12
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seleccionados de entre: um adtomo de hidrogénio, um Atomo de
halogéneo e mais em particular de fluor, cloro e bromo, um
grupo de férmula -OH, -OR8 ou -0OCORY9, em que R8 e R9
representam um radical alquilo inferior linear ou
ramificado de 1 a 6 carbonos, um grupo amino -NH, ou -
N(r,r') em que r e r' idénticos ou diferentes representam
um radical alquilo inferior, linear ou ramificado, um
radical arilo, ou um heterociclo em que r e r' em conjunto
formam um heterociclo de tamanho varidvel, de preferéncia

em posicédo para.

Os compostos preferidos s&do os de fdérmula (X) em que
R3 é um grupo de férmula -OR8 e pelo menos dois dos
substituintes R4, R5, R6 e R7 representam um &tomo de
hidrogénio. De entre estes, preferem-se muito em particular
os compostos de fédrmula (X) em que Y; €& um Atomo de

carbono.

Ainvencdo refere-se também, gquando ¢é possivel, aos
sais dos compostos acima com &cidos do tipo farmacéutico,

tolerados fisiologicamente.

A titulo de exemplo, como sais farmacéuticos
fisiologicamente aceitédveis podem referir-se de forma né&o
limitativa, os sais de &cido acético, cloridrico, cinédmico,
citrico, bromidrico, iodidrico fluoridrico, maldénico,
metanossulfdnico, oxalico, picrico, maleico, lactico,
nicotinico, fenilacético, fosfdérico, succinico, tartéarico,
0s sais de aménio, de dietilamina, de piperazina, de
nicotinamida, de ureia, de sédio, de potéassio, de célcio,

de magnésio, de zinco, de 1litio, de metilamino, de

13
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dimetilamino, de trimetilamino, de

tris(hidroximetil)aminometano.

A invencédo refere-se a composicdes farmacéuticas para
o homem ou animal, compreendendo como agente activo, pelo
menos um dos compostos descritos acima, ou o seu sal

farmaceuticamente aceitéavel.

De facto, estes compostos s&o utilizados para o
tratamento da aterosclerose e da restenose arterial. Eles
tém a propriedade de diminuir o aumento de peso devido a
uma acumulacdo de gordura abdominal, de diminuir o aumento
da taxa de colesterol total e do colesterol livre e o
depdsito de triglicéridos ao nivel da parede arterial e de
reduzir a acumulacdo de macrédfagos ao nivel das placas
ateromatosas. Estes compostos tém, em particular, a
propriedade de inibir a formacdo de células de macrdfagos
espumosos, inibindo a acumulacdo de vesiculas lipidicas
intracelulares. Deste modo, estas moléculas sdo assim
capazes de tratar a obesidade, a diabetes do tipo II, a
isquemia cerebral e as esteatoses hepaticas, blogqueando a
acumulacdo de vesiculas lipidicas em células, como ©
hepatécito, a célula de musculo 1liso, o adipdécito e a

célula endotelial.

Estes compostos s&do assim Uteis como agentes activos
em métodos ou composicdes farmacéuticas para o tratamento
de, e eventualmente prevencdo de todas as doencas
associadas a disturbios do metabolismo de lipidos. A este
nivel podem-se citar, entre outros, a hipercolesterolemia,

hipertrigliceridemia, a dislipoproteinemia, a

14
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quilomicronemia, a lipodistrofia, a hiperglicemia, bem como
as patologias associadas a estas disfuncgdes: aterosclerose,
obesidade, diabetes tipo II, e resisténcia a insulina,

insuficiéncia cardiaca e isquemia cerebral (avc).

Além disso, 0s compostos com a propriedade de reduzir
0 estreitamento da parede arterial sdo Uteis como agentes
activos em métodos ou composicdes farmacéuticas para o

tratamento e eventualmente para a prevencdo da restenose.

As composicdes farmacéuticas de acordo com a invencéo
compreendem quantidades suficientes de pelo menos um

composto anteriormente descrito.

Com base nos resultadosobtidos in vivo e apresentados
na parte experimental a seguir, as composic¢des da invencéo
podem ser administradas no quadro de um tratamento e em
vdrias doses de 0,01 a 500 miligramas por quilograma de
peso corporal, por dia, de um ou mais compostos da

invencéo.

A formulacdo das composicdes farmacéuticas de acordo
com a invencdo ¢ do tipo geralmente utilizado no dominio

farmacéutico.

A titulo de exemplo, pode tratar-se de vectores
farmacéuticos tais com, por exemplo, oS sails ou o0s
electrblitos, sais de &cido ascédrbico, &gua ou solucdes
tamponadas, solucdes coloidais, substédncias a base de
celulose, polietilenoglicol, poliacrilatos, ceras,

proteinas, ou qualquer outra substdncia capaz de dissolver

15
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ou tornar o composto activo disponivel para uma accéo

terapéutica.

As composicdes da presente invencéo podem ser
administradas na forma injectével, ou por via oral,
parentérica, nasal sob a forma de spray, rectal ou vaginal,
por implantacdo de reservatdrio ou dispensadores, ou sob
qualgquer outra forma galénica utilizada no dominio

farmacéutico.

As formas injectédveis destas composicdes podem ser
suspensdes aquosas ou oleaginosas. Estas suspensdes podem
ser formuladas de acordo com qualgquer dos Processos
utilizados neste dominio, utilizando solventes ou diluentes
ndo téxicos, como por exemplo, o 1,3-butanodiocl. De entre
0s solventes aceitéveis, é possivel utilizar &gua, solucdes
tamponadas, solucdes de Ringer, ou solucdes de sais
isotdnicas. Outros diluentes aceitaveis podem ser
constituidos por mono ou diglicéridos sintéticos, &lcoois
de cadeia longa, ou dispersantes, tais como a
carboximetilcelulose ou qualquer outro diluente ou
emulsionante utilizados na formulacéo da suspenséao

farmacéutica.

As composicdes farmacéuticas da presente invencéao
administradas por via oral, podem ser na forma de capsula,
de héstia ou de suspensdes aquosas, ou na forma de emulséo.
Estas formulacdes podem eventualmente conter compostos

quimicos destinados a adocar ou melhorar o sabor.

16
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As composicdes farmacéuticas da presente invencédo
podem ser administradas na forma de supositdrio, misturando
o produto com um excipiente ndo irritante, ndo alérgico,
sélido a temperatura ambiente e liquido a temperatura
rectal, de forma a libertar o composto activo. Estas
formulacdes podem utilizar, por exemplo, a cera de abelha,

0s polietilenoglicdis, ou a manteiga de cacau.

Estas composicdes farmacéuticas podem igualmente
compreender uma combinacdo de varios compostos da invencédo
com uma ou mais outras moléculas terapéuticas. Estas
moléculas podem ser, por exemplo, agentes hipolipémicos que
reduzem a sintese do colesterol, tais como as “estatinas”,
inibidores da enzima de conversdo da angiotensina II, como
por exemplo o Losartan, anti-cédlcicos, os antitrombdéticos,
0os beta-bloqueadores, os inibidores dos membros da familia
dos receptores activos dos proliferadores de peroxisoma
(familia dos PPAR), inibidores da sintese ou do metabolismo
dos triglicéridos, como o fenofibrato, agentes capazes de
aumentar a resisténcia a insulina, como o Troglitazone ou
Pioglitazone e, de um modo geral, qualguer outra molécula
capaz de melhorar as performances farmacoldgicas dos

compostos descritos na presente invencéo.

A invencdo refere-se igualmente a utilizacdo de um
composto de acordo com a invencdo para a preparacdo de uma

composicédo terapéutica de acordo com a invencéo.
A invencdo refere-se igualmente a utilizacdo de um

composto de acordo com a invencdo para o fabrico de um

medicamento.
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Descreve-se 1igualmente a preparacdo de compostos de
férmula (I) e de composicdes farmacéuticas que contém como

principio activo pelo menos um dos referidos compostos.

Os compostos de férmula (I) podem ser preparados de
acordo com técnicas conhecidas do perito na arte. A
presente invencdo descreve, a este respeito, uma via de
sintese geral que estd ilustrada no esgquema a Seguir e no
exemplo de modo operacional gque SsSe segue, em Jue oS
compostos de partida sdo obtidos comercialmente ou podem
ser sintetizados de acordo cCom Processos habituais
conhecidos do perito na arte e descritos em 1livros
cléssicos de quimica orgénica ("Advanced Organic Chemistry"
de M. B. Smith & J. March, Ed. John Wiley & Sons, "Handbook
of Heterocyclic Chemistry" de A. R. Katritzky, Ed.
Pergamon, et "Heterocyclic Chemistry" de J. A. Joule et K.

Mills, Ed. Blackwell Science).

Entende-se que a descricdo ndo se limite a uma via de
sintese particular e deve entender-se gque h& outros
processos que permitam produzir compostos de férmula (I). A
titulo de exemplo, os compostos de férmula (I) podem assim
ser preparados quer em fase liquida, quer numa fase
paralela sobre um suporte sdélido. Os métodos acima sé&o
dados a titulo ndo limitativo e quaisquer outros processos
que permitam criar ligacdes duplas do tipo iminas N=C
substituidas podem ser utilizados para preparar o0s

compostos da invencdo.
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No esquema acima, R1l, R2, A e B tém o mesmo

significado que anteriormente descrito.

De acordo com o esquema acima, os compostos de férmula
(I) sdo directamente preparados por uma reaccgdo de
condensacdo entre uma parte da matéria prima designada por
carbo-hidrazida, representada pela fédrmula A-CO-NR1-NH2 e
um aldeido ou uma cetona representado pela fédrmula R2-COR,
para a qual os grupos A e Rl por um lado e B e R2 por outro
lado tém respectivamente os significados descritos para as
férmulas (II) a (IV). Estas matérias primas utilizadas sé&o
comercializadas e podem ser adgquiridas de sociedades de
quimica, como Maybridge (Gr&-Bretanha) ou Pfaltz-Bauer

(USA), ndo sendo esta escolha das sociedades exclusiva.

Estareaccdo de condensacdo é realizada de preferéncia
em atmosfera inerte, entre 0°C e 50°C, de preferéncia a
temperatura ambiente, na presenca de uma base orgénica
amina tercidria, de preferéncia a base de Hinig di-
isopropiletilamina DIEA, num solvente dipolar aprdtico, de
preferéncia dimetilformamida DMF anidra, ou em etanol, ou
ao refluxo, durante 6 a 8 horas. A monitorizacdo do avanco
da reaccdo ¢é realizada por anédlise HPLC que permite
controlar o tempo de reaccédo, de preferéncia inferior a 24

horas.
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Outras vantagens e caracteristicas da invencdo serédo
evidentes a partir dos exemplos gue sSe seguem € nos quais

serd feita referéncia as figuras anexas em que:

- A figura 1 representa os efeitos de doses crescentes
do composto CGP02-01 sobre a acumulacdo de vesiculas
lipidicas numa célula de macréfago cultivada na
presenca de lipoproteinas marcadas com o auxilio do
agente fluorescente Cianina 3. A curva dose-resposta

indica uma IC50 de 5 x 107/ M.

- A figura 2 mostra a reducdo do aumento de peso por
reducdo da massa gorda abdominal no murganho ApoE
negativo, apds tratamento pelo composto CGP02-01. Os
murganhos foram tratados durante 41 dias com uma dose
de 20pg do composto CGP02-01 por dia. Os murganhos
controlo e os murganhos tratados foram alimentados com

um regime normal, sem sobrecarga em colesterol.

- A figura 3 representa o efeito do CGP02-01 no aumento
da taxa de colesterol 1livre no plasma, no murganho
ApoE negativo. Os murganhos foram tratados de um modo

idéntico ao descrito na figura 2.

- A figura 4 mostra a variacdo da taxa de colesterol
total num murganho ApoE negativo, tratado ou né&o

tratado com o composto CGP02-01.
- A figura 5 mostra a variacdo da taxa de triglicéridos

presente na aorta de murganhos ApoE negativo tratados

ou ndo tratados com o composto CGP02-01.
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A figura 6 mostra a modificacdo da placa de ateroma
nos murganhos ApoE negativo tratados ou ndo tratados
com o composto CGP02-01. Note-se a presenca de uma
situacdo inflamatdéria e varios macrdéfagos espumosos na
leséo de murganhos nao tratados e a reducédo
significativa destes macrdéfagos, bem como a auséncia
de reaccgéao inflamatéria na aorta de murganhos

tratados.

A figura 7 mostra a inibicdo da formacdo de células
espumosas pelos compostos CGP 02-02 e CGP 02-03. As
células THP1 diferenciadas s&o cultivadas em presenca
de lipoproteinas oxidadas (3 ug/ml oxLDL), marcadas
por cianina 3 durante 24 horas, a 37°C. As células s&o
tratadas com os compostos CGP 02-02 e CGP 02-03 a
diferentes concentracdes. As condicgdes sdo idénticas

as da Figura 1.

A figura 8 representa o efeito do composto CGP 02-01
administrado por via oral (50 mg/kg) na taxa
plasmidtica de colesterol total (g/L) apds 3 semanas de
tratamento de um modelo de rato (n=12), submetido a um
regime rico em frutose (10 %). A metformina foi
injectada na mesma dose para servir de padrdo neste

modelo animal.

A figura 9 ilustra as variacdes da taxa plasmatica de
triglicéridos (g/L) num murganho ApoE -/submetido a um
regime rico em colesterol e tratado durante 3 meses

com o composto CGP 02-01.
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A figura 10 mostra o efeito do composto CGP 02-01
administrado por via oral (50 mg/kg) na taxa
plasmdtica de triglicéridos (g/L) apds 3 semanas de

tratamento num modelo de rato (n=12), submetido a um

o\

regime rico em frutose (10 ) . Os ratos s&o
alimentados diariamente com um regime que contém 10%
de frutose, durante 3 semanas. O regime é em seguida
mantido juntando o composto CGP 02-01 durante 3
semanas. Cada rato ¢é analisado separadamente. A

metformina foi administrada na mesma dose para servir

de padr&o neste modelo animal.

A figura 11 representa o efeito do composto CGP 02-01
injectado por via IP na taxa plasmatica de insulina
(ng/mL) de ratos ApoE -/- submetidos a um regime rico

em colesterol. 0Os ratos sdo tratados durante 3 meses.

A figura 12 mostra o efeito do composto CGP 02-01
administrado por via oral (50 mg/kg) na taxa
plasmdtica de insulina (ng/mL) apds 3 semanas de

tratamento num modelo de rato (n=12), submetido a um

e

regime rico em frutose (10 ). Os ratos foram
alimentados diariamente com um regime que contém 10%
de frutose, durante 3 semanas. O regime é em seguida
mantido ajustando o composto CGP 02-01 durante 3
semanas. Cada rato ¢é analisado em separado. A

metformina foi administrada na mesma dose para servir

de padrdo neste modelo animal.

A figura 13 mostra o efeito do composto CGP 02-01

injectado por via IP a diferentes doses, na obesidade
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abdominal de murganhos ApoE -/- submetidos a um regime
rico em colesterol. 0Os murganhos s&o tratados durante

3 meses.

A figura 14 mostra o efeito do composto CGP 02-01
injectado por via IP a diferentes doses, no depdsito
de triglicéridos na parede adrtica de murganhos ApoE -
/ submetidos a um regime rico em colesterol. Os

murganhos sdo tratados durante 3 meses.

A figura 15 mostra que gquando os murganhos ApoE -/ sdo
submetidos a um regime normal ou rico em colesterol,
eles desenvolvem uma isquemia corondria ilustrada pela
presenca de um microembolismo corondrio de microvasos
coronarios (figura A). Quando o composto CGP 02-01 ¢é
injectado nestes murganhos, estas lesdes cardiacas séo

consideravelmente reduzidas (figura B).

A figura 16 ilustra o efeito da dose do composto CGP
02-01 nas lesdes coronadrias de murganhos ApokE -/
submetidos a um regime normal (figura A) e a um regime

rico em colesterol (figura B).

A figura 17 ilustra o efeito do CGP 02-01 sobre o
aumento da glicemia nos ratos submetidos a um regime
rico em frutose (10%). O regime é mantido durante 21
dias. O composto é administrado por via oral a seguir
ao periodo de dieta de frutose. A figura ilustra o

efeito estabilizador do composto.
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- A figura 18 ilustra o efeito benéfico do composto CGP
02-01 sobre a tolerdncia a glucose nos ratos
submetidos a um regime rico em frutose (10%). O
composto é administrado por via oral, ao fim do 14°
dia administra-se uma dose uUnica suplementar de 2 g/kg
de glucose. A glicemia é medida a 30, 60 e 120 minutos

apds o choque glicémico.

Exemplo 1 Sintese de CGP02-01.

Num baldo de trés tubuladuras, seco equipado com
agitacdo magnética, introduzem-se 510,08 mg de Acido
[benzo (b) tiofeno]-2-carboxilico hidrazida comercial
dissolvido em 28 ml de DMF anidro. Apds adicdo de 256 pl de
DIEA (dietilisopropilamina), a solucdo ¢é agitada a
temperatura ambiente durante 5 min. A esta solucgédo
ligeiramente corada de amarelo adicionam-se 538,27 mg de
4,6-dimetosisalicil-aldeido, o meio é agitado a temperatura
ambiente durante 24h. O progresso da reaccdo é seguido por
andlise HPLC até ao consumo completo da matéria prima. Apds
evaporacéao do solvente, 0 residuo sdélido obtido é
recristalizado em CH3CN, em seguida lavado com éter
etilico. O produto purificado obtido N'-[(1lE)-(2-hidroxi-
4, 6-dimetoxifenil)metileno]-1-benzotiofeno-2-carbohidrazida

é um sé6lido amarelo (743,6 mg, rdt = 71%).

Dados fisico—quimicos:

Massa molecular: 356,40 g/mol
Ponto de fusdo: 205,4°C
Pureza LC-MS: 100% (M+1 = 357,33)
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Pureza HPLC: 95,8% (tempo de retencdo: 20 min, deteccdo UV
200-400 nm)
RMN 1H (DMSO-dé6; 400MHz): & (ppm) 3,799 (s, 3H, OCH3),
3,862 (s, 3H, OCH3), 6,16 (s, 1lH, Ar), 6,17 (s, 1H, Ar),
7,495 (m, 2H, Ar), 8,02 (dd,1H J=7,2 Hz et 1,3 Hz), 8,07
(ad, 1H, Ar, J=7,2 Hz et 1,4 Hz), 8,231 (s, 1H, CH=C),
8,861 (s, 1H, CH=N), 12,26 (s, 1H, OH), 12,348 (s, 1H, N-
NH-CO) .
RMN 13C (DMSO-dé, 400 MHz) : & (ppm) 55,438 (OCH3), 55,948
(OCH3),90,524 (CH, Ar), 93,843 (CH, Ar), 122,846 (CH, Ar),
125,097 (CH, Ar), 124,439 (2CH, Ar), 125,684 (CH=C),
126,577 (CH=N), 145,980 (CO-NH=N).
IR-FT (KBr 0,05%): 3445,66 (Ar-OH), 1630,21 (-CO-NH=N),
1600,27 (-NH-N=C-) cm .

Anilise elementar : Ci;gH1gN;048S+0, 5 H,0

%C % H % N % S
Tedrico 59,17 4,69 7,67 8,77

Encontrado 59,40 4,66 7,83 8,79

Exemplo 2 : Culturas celulares.

Podem-se utilizar varias linhas celulares permanentes
para demonstrar o efeito de moléculas da familia a dque
pertence a molécula CGP02-01 na fixacdo e acumulacdo de
lipidos em vesiculas intracelulares. As células podem
incorporar lipoproteinas modificadas, por exemplo oxidadas
ou acetiladas, triglicéridos, ou quilomicrons. Estas
células tém a capacidade de se transforma em células

espumosas e podem assim apresentar um fendtipo aterogénico.
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E possivel utilizar, a titulo de exemplo, as células THPI,
U937, KG1, ou qualquer outra célula pode ser activada e
diferenciada em macrdéfago, célula endotelial, hepatdcito ou
adipécito e em seguida cultivada na presenca de meio

contendo as lipoproteinas.

Outros tipos de <células que foram geneticamente
modificadas para expressar 08 receptores membranares
especificos da captacdo de lipoproteinas ou de &cidos
gordos podem igualmente ser utilizados. Estes receptores
membranares podem ser parte da familia de moléculas
“removedoras” que contém proteinas como SRAI, SRAII, SRBI,
CD36 ou membros da familia dos receptores de &acidos gordos

(FABP) por exemplo.

A titulo de exemplo, podem-se citar mais em particular
as células do tipo das células THP1 diferenciadas sobre a
accdo de l2-miristato-l3-acetato de forbol ( PMA ) a uma
concentracdo de 1077 M, foram utilizadas para medir a
formacdo e acumulacdo de vesiculas lipidicas observadas
durante a formacdo de macrdéfagos espumosSos na presenca ou

auséncia do composto CGP02-01.

As células sdo cultivadas em placas de 96 pocos, a uma
densidade de 1, 2 ou 5 x 10° células por ml em meio RPMI-
1640, ou em meio MEM contendo 1%, %, 5 % ou 10% de soro
fetal de vitela (SVF), 100 Unidades / ml de penicilina, 100
png/ml de estreptomicina, 200 mM de L-Glutamina a 37°C num
incubador de C02. O meio de cultura pode ser substituido a

cada dois dias.
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No ©presente exemplo, a acumulacéo de wvesiculas
lipidicas no seio da célula foi medida utilizando células
THP1, apds fixacdo por formaldeido em meio PBS com o
auxilio de uma solucdo gque contém um marcador fluorescente
do tipo 0il Red O para visualizar as vesiculas. A imagem
das células ricas em vesiculas foi analisada com o auxilio
de um microscépio equipado com uma cémara CCD e programas

necessarios a andlise.

As células THP-1 (5x10° células/ml) (ECACC) foram
mantidas e cultivadas em meio RPMI-1640 contendo 10% de
soro fetal de vitela (FBS), 200 mM de L-Glutamina, 100
Unidades/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina
(Invitrogen-Life Technologies) a 37°C, num incubador a 5%

de COy. O meio fol substituido a cada 2-3 dias.

Para induzir a diferenciacdo de THP-1, depositaram-se
1,25x10° células/poco nos pocos de uma placa de cultura de
96 pocos, no seu meio de cultura contendo 107" M de forbol
l12-miristato-13-acetato (Sigma), durante 24 horas, a 37°C,
5% de C02. 0s THP-1 diferenciados foram em seguida
incubados com LDLox acoplados a cianina-3 (1,5 pg/ml), na
presenca ou auséncia da molécula CGP02-01 (concentracdes
compreendidas entre 107°M e 3,106 1O_NM) durante 24 horas, a
37°C, 5% de COy. Apds fixacéao das células em
paraformaldeido a 4%, os anéis foram marcados com Hoechst
33342 (10 pg/ml) durante 20 minutos, a temperatura
ambiente. Apds duas lavagens, recolheram-se 16 imagens/poco
do sinal ligado a cianina-3 e a Hoechst 33342, utilizando

um microscépio de fluorescéncia acoplado a uma camara CCD.
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Cada imagem foi analisada e quantificada com o programa

MetaMorph (Universal Imaging).

O quadro 1 a seguir mostra a percentagem observada
para a inibicdo da captacdo e acumulacdo sob a forma de
vesiculas lipidicas, lipoproteinas marcadas com cianina 3,
por células que expressam o “removedor” CD36. As células
foram incubadas na presenca de cada uma das moléculas dque
constituem esta familia e sdo representadas pela molécula
CGP02-01 a wuma concentracdo final e idéntica para cada

molécula de 2,5 uM.

Quadro 1
Moléculas | Inibicdo da acumulacdo de LDL ox em (%)
CGP02-01 76
CGP02-02 64
CGP02-03 82
CGP02-07 63
CGP02-08 58
CGP02-18 78

O quadro do anexo 1 apresenta as estruturas dos
compostos da invencdo, bem como o seu cbédigo para
referéncia noquadro 1 acima, bem como a sua percentagem de
inibicdo a uma concentracdo de 25 microM nas células THPI,

durante 24 horas.

Um dos compostos preferidos desta familia é o composto

CGP 02-01. Quando as células macréfagos do tipo THPI
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diferenciadas s&o cultivadas na presenca deste composto a
uma concentracdo de 1 puM, observa-se uma forte inibicdo da
acumulacdo de vesiculas lipidicas (figura 1). Este efeito
inibidor depende da concentracdo de produto CGP 02-01
(figura 1).

Se bem que o) composto CGP 02-01 tenha sido
seleccionado como produto de referéncia, outros compostos
da mesma familia mostram a mesma actividade e s&o capazes
de bloguear a acumulacdo de lipidos intracelulares. A
figura 7 ilustra a actividade inibidora dos compostos CGP
02-02 e CGP 02-03 que fazem parte da mesma familia de

moléculas.

Exemplo 3: Tratamento de murganhos ateromatosos

Podem-se utilizar diferentes tipos de animais para
estudar as modificacdes do metabolismo dos lipidos, a
formacdo de lesbdes arteriais e a progressdo de uma placa de
ateroma. Estes animais estdo disponiveis comercialmente. E
possivel utilizar murganhos, coelhos hiperlipémicos (HWWL),
ou animais mais importantes, como o porco ou o macaco. Os
animais geneticamente modificados também podem ser
utilizados, como por exemplo os murganhos ApoE -/- , LDL-R

-/-, ApoAI -/-.

Foram utilizados dois tipos de modelos animais.

Em primeiro lugar, utilizaram-se murganhos desprovidos
do gene que codifica para a Apo lipoproteina E (ApoE K

Os murganhos representam um modelo de escolha para o estudo
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da aterosclerose precoce e o desenvolvimento de uma placa
rica em macré6fagos espumosos. Os murganhos macho C57BL/6J
homozigdéticos para a eliminacdo do gene ApoE foram
submetidos a um regime normal, até a idade de oito semanas.
Estes murganhos (n=8 por grupo) receberam em seguida, ad
libitum e durante 12 semanas, quer um regime néo
enriquecido em colesterol ou em gordura, dguer um regime
enriquecido contendo 1,5 g/kg de colesterol e 200 g/kg de
gordura de origem léctea. Os murganhos n&o tratados
receberam injeccdes didrias intraperitoneais de uma solucédo
que contém DMSO0 a 10%. Os murganhos tratados receberam por
injeccdo intraperitoneal a mesma solucdo, contendo 2 ou 20
ng (quer, 0,1 mg/kg/dia, quer 1 mg/kg/dia) do composto CGP
02-01. Apds recolha de sangue para anédlise bioquimica, os

murganhos foram eutanizados.

Em segundo lugar, analisou-se a actividade do composto
CGP 02-01 wutilizando um modelo de rato-frutose de
referéncia. Submeteram-se grupos de ratos (n=12) Wistar, a
um regime contendo 10% de frutose, durante 3 semanas.
Nestas condicdes, 0s ratos desenvolvem uma sindrome
metabdlica que comporta uma hiperglicemia, uma
hiperinsulinemia, uma hipercolesterolemia e uma
hipertrigliceridemia. Grupos de ratos receberam em seguida
por alimentacdo entérica 50 mg/kg do composto CGP 02-01
dissolvido numa solucdo de tween 80 a 2% e formulada em
metilcelulose. As recolhas de sangue para andlise
bioquimica foram realizadas a 1, 2 e 3 semanas. Trataram-se
grupos independentes de ratos nas mesmas condigdes, com

cloridrato de metformina, a uma dose de 50 mg/kg. A
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metformina serviu de referéncia neste modelo de sindrome

metabdlica.

Exemplo 4: Medicdo do colesterol livre no plasma.

A medicdo do colesterol livre pode ser feita por um
método enzimadtico. O colesterol 1livre ¢é oxidado pela
colesterol oxidase em Delta 4 colestenona e ©produz
simultaneamente perdéxido de hidrogénio. O perdxido de
hidrogénio permite em seguida a condensacdo oxidativa da
DHESA e da aminoantipirina, produzindo uma coloracdo azul.
A quantidade de colesterol livre é em seguida medida pela
absorvéncia da cor azul. As amostras podem ser recuperadas
num tampdo citrato contendo EDTA e heparina. Este ensaio
pode ser obtido comercialmente, na forma de um kit.

/= sdo submetidos a um regime

Quando os murganhos ApoE
normal ndo enriquecido e tratados com o composto CGP 02-01
(1 mg/kg), a taxa plasmidtica de colesterol ndo esterificado
diminui de forma significativa. A variacdo observada nos
animais ndo tratados durante um periodo de 3 meses & em
média de 136 * 19 g/L. A variacdo observada para 0s animais

tratados durante o mesmo periodo é de 105 = 6 g/L, ou seja,

um efeito de 22,7 % (p< 0,05).

Exemplo 5: Medicdo do colesterol total no plasma.

O colesterol total circulante pode ser medido por um
doseamento enzimdtico com o auxilio de um kit. Este
doseamento pode, por exemplo, utilizar uma sequéncia

enzimatica do tipo colesterol-esterase/ colesteroloxidase /
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peroxidase cromogénio. Em resumo, o colesterol esterificado
total é transformado em colesterol livre e 4cido gordo por
accdo da colesterol esterase. O colesterol ndo esterificado
¢ em seguida medido pela formacdo de guinoneimina na
presenca de colesterol oxidase e de ©peroxidase. A
intensidade da coloracdo de quinoneimina é proporcional a

quantidade de colesterol presente na amostra.

O quadro 2 acima mostra as variacdes nas taxas
plasmaticas de HDL e do colesterol total num murganho ApoE~
/~ submetido a um regime rico em colesterol e tratado com o
composto CGP 02-01. Quando os murganhos ApoE"P sdo tratados
com CGP 02-01 (1 mg/kg) durante 3 meses, a taxa plasmatica
de colesterol total diminui de forma mais significativa do
que nos animais ndo tratados. Quando os murganhos séo
submetidos a um regime rico em colesterol, a taxa de
colesterol total passa de um valor de 7,27 = 0,55 g/L para

um valor de 6,86 £ 0,65 g/L, ou seja uma variacdo de 5,6%.

Este efeito observado depende da dose de CGP 02-01.

Quadro 2
Taxa plasmatica de Taxa plasmatica de
HDL (g/L) colesterol total (g/L)
N&o 0,11 + 0,05 7,27 + 0,55
tratados
0,1 mg/Kg 0,15 + 0,06 8,08 + 0,62
1 mg/Kg 0,15 + 0,05 6,86 £ 0,65

No modelo de rato submetido a um regime <rico em
frutose, tratado por via oral (50 mg/kg), o composto CGP

02-01 produz uma reducdo muito significativa (p< 0,01) da
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taxa de colesterol que passa de um valor de 0,79 £ 0,05 g/L
a um valor de 0,36 = 0,03 g/L, ou seja uma reducdo de 54,5
% (p< 0,01) apds 3 semanas de tratamento. A metformina
administrada por via oral nas mesmas condic¢des (50 mg/kg),
produz uma reducdo do colesterol total de 16%, com um valor

médio de 0,66 £ 0,02 g/L (Figura 12).

Exemplo 6: Medicdo dos triglicéridos circulantes.

A dosagem dos triglicéridos séricos pode ser realizada
por via enzimdtica com o auxilio de um kit comercializado.
Podem-se utilizar, por exemplo, kits da Biomerieux (ref.
©61.238). Em resumo, o0s triglicéridos s&do tratados por uma
lipase para produzir glicerol e &cidos gordos. Na presenca
de ATP, o glicerol ¢é transformado em glicerol 3 fosfato
pela gliceroquinase. O glicerol 3 fosfato é em seguida
transformado em di-hidroxiacetona, produzindo agua
oxigenada (H202) que pode ser detectada por formacédo de
gquinoneimina na presenca de paraclorofenol, amino-4-
antipirina e peroxidase. A intensidade de coloracdo com
guinoneimina é em seguida medida a 505 nm. Esta coloracédo é
proporcional a quantidade de triglicéridos presentes na
amostra.

Quando os murganhos ApoE /=

sdo submetidos a um regime
rico em colesterol e em gordura e sdo tratados durante 3
meses com o composto CGP 02-01 (Img/kg), a sua taxa de
triglicéridos plasméticos varia e esta variacdo é 2 vezes
mais importante para os murganhos tratados do que para os

murganhos ndo tratados. Esta variacgdo passa de -0,67 = 0,54
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g/L para os murganhos ndo tratados, a - 1,49 + 0,57 g/L (p<

0,01) para os murganhos tratados (figura 9).

Quando o composto CGP 02-01 ¢é administrado por via
oral a ratos sob o regime rico em frutose, a sua taxa de
triglicéridos plasmiticos passa de 1,39 + 0,13 g/L a 0,47 +
0,07 g/L, ou seja uma variacdo de 66,2% (p<0,01). Nas
mesmas condicdes, a metformina ndo tem efeito, com um valor

médio de 1,21 £ 0,08 g/L (figura 10).

Exemplo 7: Medicdo de insulina no plasma

O doseamento de insulina no plasma pode ser realizado
por dosagem radioimunoldégica com o auxilio de kits
comerciais que compreendem anticorpos especificos anti-
insulina, de murganho ou de rato. Pode-se utilizar, por
exemplo, kits ELISA rato/murganho, Linco research (ref
EZRMI-13K) .

Quando os murganhos ApoE /=

submetidos a um regime
rico em colesterol sdo tratados com o composto CGP 02-01
nas doses de 0,1 ou 1 mg/kg, observa-se uma reducdo
significativa (p<0,01) da taxa plasmatica de insulina, que
passa de um valor de 1,17 £ 0,2 ng/mL para um valor de 0,95

+ 0,16, ou seja uma variacdo de 18,8% (figura 11).

De modo idéntico, o composto CGP02-01 faz passar a
taxa de insulina de ratos submetidos a um regime rico em
frutose do valor de 1,85 + 0,04 para um valor de 1,64 =

0,03, ou seja uma variacdo de 11,3%. Nas mesmas condicdes,
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a metformina produz uma reducdo da taxa de insulina de

16,2%, (figura 12).

Exemplo 8: Medicdo da taxa de HDL no plasma

A taxa de HDL plasmatico ¢é medida por métodos
comerciais aprovados gque utilizam reagentes de separacdo de
lipoproteinas de alta densidade e por medicdo da taxa de
colesterol associada a estas lipoproteinas de alto peso

molecular (kit da Biomérieux ref 61533, por exemplo)

Quando os murganhos submetidos a um regime rico em
colesterol e em &acidos gordos sdo tratados com o composSto
CGP 02-01, a sua taxa de HDL plasmédtica passa de 0,11+ 0,

005 g/L a 0,15+ 0, 005 g/L, ou seja uma variacdo de 38,2%.

Exemplo 9: Medicdao da massa gorda abdominal

0S murganhos ApoE submetidos a um regime rico em
colesterol e em gorduras foram sacrificados apds 3 meses de
tratamento com o composto CGP 02-01, nas doses de 0,1mg/kg
e de 1 mg/kg. A massa gorda abdominal foi recuperada por

dissecacdo, seca e expressa em peso Seco.

O composto CGP 02-01 produz uma reducdo significativa
(p<0,01) da massa de gordura abdominal com ganho de peso
constante. Esta massa abdominal passa de um valor de 760 =
231 mg para um valor de 393 = 78 mg quando os murganhos s&o
tratados com 1 mg/kg, ou seja uma reducdo de 48,3% (figura

13). Este efeito depende da dose de CGP 02-01.
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Exemplo 10: Depdsito de triglicéridos nas aortas

Os triglicéridos que se acumulam ao nivel da parede
abértica foram medidos da seguinte forma: as aortas dos
animais sdo lavadas com soro fisioldgico apds dissecacdo. A
massa lipidica é eliminada por dissecacdo, e a intima média
¢ desidratada. A taxa de triglicéridos é medida e expressa

em peso de triglicéridos por peso seco de tecido.

Quando os murganhos ApoE /= sdo tratados com ©
composto CGP 02-01 durante trés meses a uma dose de 1 mg/kg
o depdbsito de triglicéridos na parede adrtica passa de um
valor média (n=8) de 185 £ 33 ug/mg (peso seco) a um valor
de 131 £ 42 pg/mg (peso seco). Este efeito depende da dose
injectada. Uma injeccdo de 0,1 mg/kg produz uma variacdo
intermédia de 156 + 31 nug/mg. A figura 14 ilustra este

resultado.

Exemplo 1ll: Andlise das lesdes adrticas

As aortas de murganhos foram fixadas com
paraformaldeido e dissecadas em gseccbdbes de 10um para

andlise histoldgica das lesdes (figura 6).

Exemplo 12: Andlise de isquemias corondrias

Apds eutandsia de murganhos ApoE -/- submetidos a um
regime normal, ou um regime rico em colesterol, os coracdes
destes animais sdo observados macroscopicamente. A taxa de
lesbdes isquémicas é observada (figura 15) e quantificada

pela presenca ou auséncia de lesdes (figura 16).
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Exemplo 13: Medigcdo da taxa plasmatica de glucose num

modelo de rato diabético

A glicemia é medida pelo método da hexoguinase com o
auxilio de kits comerciais. Pode-se utilizar, por exemplo,

o kit da Biomérieux (ref :61 269/61 270).

Quando os ratos sdo submetidos a um regime rico em
frutose, a sua glicemia aumenta em funcdo do tempo e passa
de um valor médio (n=12) de 6,4 £ 0,15 mmole / L para um
valor médio de 10,65 + 0,24 mmole /L (figura 14). O
composto CGP 02-01 estabiliza este aumento da glicemia apds

21 dias de tratamento por via oral (figura 17).

Exemplo 14: Medigcdo do efeito protector aquando de uma

prova de hiperglicemia

Os ratos (n=12) foram submetidos a um regime rico em
frutose (10%) durante 21 dias. No final do 14° dia provoca-
se um choque hiperglicémico por uma administracdo de 2 g/kg
de glucose na presenca ou auséncia do composto CGP 02-01
administrado por via oral. A taxa plasmética de glucose é
medida em seguida. A figura 18 ilustra o efeito protector

do produto sobre a hiperglicemia provocada.

Estrutura Compostos | Inibigdo a 2.5
M nas células
THP 1 (24

horas)
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REIVINDICAGOES

1. Composto de férmula geral (IV) seguinte
X RL Rz R3
/ {X"}? N\N"" ™ 4 ,
X; hid ' (Iv)
1 0O Y ,
R7 T ings
Ré&
em que:

- R1 e R2, idénticos ou diferentes, sdo seleccionados
de entre um &tomo de hidrogénio, um radical alquilo
inferior linear ou ramificado de 1 a 6 atomos de
carbono, um radical fluoroalgquilo de 1 a 6 &tomos de

carbono e de 3 a 7 &tomos de fluor,

- R3, R4, R5, R6 e R7, idénticos ou diferentes, sé&o
seleccionados de entre: um atomo de hidrogénio, um
atomo de halogéneo, um grupo de férmula -OH, -OR8, em
que R8 e R9 representam um radical alquilo inferior
linear ou ramificado de 1 a 6 carbonos, um grupo amino
-NH, ou -N(r, r') em que r e <1r', idénticos ou
diferentes representam um radical alquilo inferior
linear, um radical arilo, ou um heterociclo em que r e
r' em conjunto formam wum heterociclo de tamanho

varidvel, de preferéncia em posicédo para.

- Yy & um &tomo de carbono para formar um anel fenilo

ou um atomo de azoto, para formar um anel piridina,
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- X, é seleccionado de entre:

um Aatomo de oxigénio e no caso em que O Jgrupo de

férmula (III) a seguir:

¢ um anel 2-furanilo ou 3-furanilo em funcdo da
posicdo da cadeia - (Xy)p—acil-hidrazida nos carbonos

o ou B deste heterociclo,

um &tomo de enxofre e no caso em qgque o grupo de
férmula (III) é um anel 2-tiofeno ou 3-tiofeno em
funcdo da posicdo da cadeia -(X4),- acil-hidrazida nos
carbonos o ou B, podendo o Atomo de enxofre
transportar um 4atomo de oxigénio para formar um
sulféxido, ou dois 4tomos de oxigénio para formar uma

sulfona,

um adtomo de azoto e no caso do grupo de foérmula (III)
é um anel 2-pirrolo ou 3-pirrolo em funcdo da posicédo
da cadeia acil-hidrazida nos carbonos o ou [ deste
heterociclo, este atomo de azoto pode transportar um
atomo de hidrogénio, um radical algquilo inferior, de 1
a 6 atomos de carbono, um radical fluoroalguilo gue
possui de 1 a 6 atomos de carbono e de 3 a 7 a&tomos de

fltor, um radical acilo -COR10, no qual R10 representa
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uma cadeia alquilo linear ou ramificada de 1 a 6

carbonos, ou um radical arilo ou aralgquilo,

- X, e X3, 1idénticos ou diferentes, sdo seleccionados de

entre:

e um atomo de hidrogénio, um grupo algquilo inferior
linear ou ramificado de 1 a 6 &atomos de carbono, um
radical fluoroalquilo com 1 a 6 atomos de carbono e de

3 a 7 4tomos de fluor,

e um Adtomo de halogéneo,

e um grupo nitro -NO,, um grupo amino -NH, ou um grupo -
N(r, r'), em gque r e r' idénticos ou diferentes
representam um radical algquilo inferior, linear ou
ramificado, um radical arilo, ou um heterociclo, em
que r e r' em conjunto formam um heterociclo de

tamanho variéavel,

ou ainda, X, e X3 estdo incluidos num anel aromdtico do
tipo benzénico ou aza-benzénico se este ciclo contém um
dtomo de azoto, para formar um heterociclo aromadtico do
tipo benzofurano, quando X; é um adtomo de oxigénio, um anel
benzopirrolo, gquando X; é um &atomo de azoto livre ou
substituido como a seguir, um anel benzotiofeno quando X; é
um dtomo de enxofre livre ou substituido como a seguir, ou
ainda um anel do tipo piridino se estiver presente um atomo

de azoto intraciclico,
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-né 0 ou 1,

- X4, se presente, representa um grupo -CHy;-, OCH;-, ou -

CH=CH-.

2. Composto de férmula (IV) de acordo com a reivindicacéo
1, em gque R3 é& um grupo de férmula -OR8 e pelo menos dois
dos substituintes R4, R5, R6 e R7 representam um atomo de

hidrogénio.

3. Composto de férmula (IV) de acordo com qualguer uma das

reivindicacbes 1 e 2, em que Y; é um adtomo de carbono.

4., Composto de fdérmula (IV) de acordo com a reivindicacgéo
1, em que X; &€ um &tomo de enxofre e, neste caso, © grupo

de férmula (III)

n

% / (x&\ {XIII)

¢ um anel 2-tiofeno ou 3-tiofeno em funcdo da posicdo da
cadeia -(X;)p- acil-hidrazida nos carbonos o ou [, podendo
o Aatomo de enxofre transportar um &tomo de oxigénio para
formar um sulfdéxido, ou dois &dtomos de oxigénio para formar

uma sulfona.

5. Composto de acordo com a reivindicacdo 1, seleccionado

do grupo constituido por:
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N'-[(IE)-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)metileno]-1-
benzotiofeno-2-carbohidrazida
(22)-3-(2-furil)-N'-[ (1IE)-(2-hidroxi-4, 6-

dimetoxifenil)metileno] acrilohidrazida

N'-[(1E)-(2-hidroxi-4, 6-dimetoxifenil)metileno]-5-

metiltiofene-2-carbohidrazida,

Acido 2-furanocarboxilico (2-hidroxi-4, 6-dimetoxi-

benzilideno)-hidrazida,

Acido (1H-indol-3-11) acético (2-hidroxi-4, 6-

dimetoxibenzilideno)-hidrazida,

Acido benzo[b]ltiofeno-2-carboxilico (3,5-dibromo-2-

hidroxi-benzilideno)-hidrazida.

6. N'-[(1lE)-(2-Hidroxi-4, 6-dimetoxifenil)metileno]-1-

benzotiofeno-2-carbohidrazida.

7.

Composto de férmula (IV) de acordo com qualguer uma das

reivindicacdes 1 a 3, em que o grupo de férmula (III):

X5
LA {X4)0
xz——[—}/ 4‘;:’ (III)
Xy

representa um grupo de férmula (IX) a seguir:
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em que:

- X; e X4 tém o significado anterior,

-né& 0 ou 1,

- R17 é seleccionado de entre

e um Aatomo de hidrogénio, um radical alguilo inferior
linear ou ramificado de 1 a 6 &tomos de carbono, um
radical fluorocalquilo de 1 a 6 &tomos de carbono e de

3 a 7 4tomos de fltor,

e um atomo de halogéneo,

e um grupo OR' em que R' inferior linear ou ramificado
de 1 a 6 &tomos de carbono, um radical fluorocalquilo

de 1 a 6 4tomos de carbono e de 3 a 7 &tomos de fluor.

8. Sal de um composto de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores com um A&acido farmaceuticamente

aceitéavel.

9. Composicdo farmacéutica gque compreende, como agente
activo, pelo menos um composto de acordo com gqualquer uma

das reivindicacdes 1 a 8.
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10. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 9, que se
destina ao tratamento e/ou prevencdo de doencas associadas

a disttrbios do metabolismo das gorduras.

11. Composicédo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 9 e 10, que se destina ao tratamento e/ou

prevencdo de doencas cardiovasculares.

12. Composicédo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 9 a 11, que se destina ao tratamento e/ou
prevencdo de doencas seleccionadas do grupo que compreende

aterosclerose, restenose arterial, obesidade, diabetes do

tipo 11, isquemia cerebral, esteatose hepéatica,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
dislipoproteinemia, quilomicronemia, lipodistrofia e
hipoglicemia.

13. Utilizacdo de um composto de acordo com gqualquer uma

das reivindicacdes 1 a 8, para o fabrico de um medicamento.

Lisboa 6 de Janeiro de 2010
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RESUMO

COMPOSTOS DO TIPO HIDRAZIDA E SUA UTILIZAQAO EM COMPOSIQéES
FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS CARDIOVASCULARES

Os derivados de hidrazida (I) e seus sais de adicdo de

dcido s&do novos. - R1, R2 = H, 1-6C algquilo ou 1-6C tri- a
hepta-fluoroalquilo; - A = arilo ou heteroarilo mono- ou
policiclico; - B = fenilo opcionalmente substituido. -
ACTIVIDADE - Antilipémico; Antiarterioesclerdéticoy;

vasotrépico; anoréctico; antidiabético; cerebroprotector;
hepatotrépico. Acido 2-Ciclopropil-4-quinolinocarboxilico
(2-hidroxi-4, 6-dimetoxibenzilideno)hidrazida (Ia) resultou
em 81% de inibicdo de acumulacdo de lipoproteina (LDLoXx;
ndo definido) em células THP1l, a uma concentracdo de 2,5

M. - MECANISMO DE ACCAO - Ndo fornecido.
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