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RESUMO

“UTILIZAQAO DE INIBIDORES DA VASOPEPTIDASE NO TRATAMENTO DE UMA
NEFROPATIA”

A invengao descreve a utilizagcdo de inibidores da
vasopeptidade da férmula (I) para o tratamento e/ou profilaxia
de nefropatia em doentes diabéticos ou nao diabéticos, incluindo
nefropatia diabética ou nao diabética, glomerulonefrite,
esclerose glomerular, sindrome nefroético, nefroesclerose
hipertensiva, microalbumintria e doengas renais de fase terminal
ou resisténcia a insulina, ou doencas metabdlicas associadas com
produtos finais da glicacdo avancgada, tais como complicacgdes
diabéticas, neuropatia diabética, nefropatia diabética,
retinopatia diabética, cataratas, enfarte do miocdrdio e/ou
cardiomiopatia diabética ou ateroesclerose ou disfuncao

endotelial.




DESCRICAO

“UTILIZAQAO DE INIBIDORES DA VASOPEPTIDASE NO TRATAMENTO DE UMA
NEFROPATIA”

Utilizacdo de inibidores da vasopeptidase no tratamento de

doengas metabdlicas, nefropatia e doencas associadas com AGE.

A Enzima de Conversadao da Angiotensina (ACE) € uma peptidil
dipeptidase que catalisa a conversadao da angiotensina I em
angiotensina II. A angiotensina II €& um vasoconstritor gue
estimula, também, a secrecdao de aldosterona pelo cdédértex adrenal.
A inibicdo da ACE previne a conversadao da Angiotensina I em
angiotensina II e o metabolismo da brandicinina, resultando em
concentracdes de angiotensina II em circulacdo diminuidas,
aldoesterona e Dbrandicinina em circulacdao aumentadas. Além
destas alteracgdes neuro-hormonais, foram observadas diminuicgdes
na resisténcia periférica e pressao sanguinea, particularmente
em individuos com renina em circulacdo elevada. Outros efeitos
farmacoldégicos associados com a inibicdo da ACE incluem a
regressdo da hipertrofia ventricular esquerda, melhoria nos
sinais clinicos da insuficiéncia cardiaca e reducao na
mortalidade em doentes com insuficiéncia cardiaca congestiva
(CHF) ou disfuncao ventricular esgquerda apds enfarte do

miocardio.

A endopeptidase neutra (NEP) é uma enzima responsavel pelo
metabolismo do péptido natriurético atrial (ANP). A inibicgdo da
NEP resulta em concentracdes de ANP aumentadas que, por sua vez,

conduzem a natriurese, diurese e diminuic¢des no volume



intravascular, retorno venoso e pressadao sanguinea. O ANP &
libertado pelos midécitos atriais em resposta ao alongamento
atrial ou volume intravascular aumentado. Foi demonstrado gue
concentracdes plasmaticas elevadas de ANP tém um mecanismo
compensatdério potencial em varios estados da doenca, incluindo
insuficiéncia cardiaca congestiva, insuficiéncia renal,

hipertensédo essencial e cirrose.

A secrecao de ANP pelos miécitos atriais provoca
vasodilatacado, diurese, natriurese e a inibicdo da libertacao da
renina e secrecao de aldosterona. Pelo contrario, a
angiotensina II resulta em vasoconstricdo, reabsorcdao de sdédio e
dgua e producdo de aldosterona. Estes dois sistemas hormonais
interagem de um modo reciproco, ou de contrabalancgo, para manter
as respostas, vascular fisioldégica e hemodindmica, normais. A
patente U.S. 5430145, Patente Europeia EP 481522 e pedido de
patente WO PCT/EP 02/03668 (publicada como documento
WO 02/08 3671) divulgam derivados de mercaptoacetilamida
triciclicos de férmula (I) uteis) como inibidores de ACE e NEP,
i. e., para o tratamento e/ou prevengcdo da insuficiéncia

cardiaca e hipertensao.

Esta invencdo € direccionada a utilizacdo de um composto de

férmula (IT)




em que

R, é hidrogénio, -CH,0C(0O)C(CH3)3 ou um grupo acilo;

R, ¢ hidrogénio; -CH,0-C(QO)C(CHz)3; um alquilo-C,-C,; arilo,

-(alquil-C;-C4)—-arilo; ou difenilmetilo;

-

X é& —-(CHz), em que n é& um numero inteiro 0 ou 1, -S-, -0-,

Vi
v

-N- or -N-

em gque Ry ¢é hidrogénio, um alquilo-C;-Cyg, arilo ou
arilo-(alquil-C1-C4) e R, é -CF;, alquilo-C;-Ciy, arilo ou

aril-(alquil-C;-C4);

B, e B, sao, cada, independentemente, hidrogénio, hidroxilo,
-ORs, em qgque Rs é algquilo-C;-C,, arilo ou -—-(alquil-C;-C,)-
arilo ou, onde B; e B, estdao ligados aos &atomos de carbono
adjacentes, B; e B; podem ser considerados em conjunto com
os referidos &atomos de carbono adjacentes para formar um
anel Dbenzeno ou metilenodioxilo, para o tratamento e/ou
profilaxia da nefropatia em doentes diabéticos, incluindo
glomerulonefrite, esclerose glomerular, sindrome nefrético,
nefroesclerose hipertensiva, microalbumintria ou doenca

renal em fase terminal.



Numa forma de realizacdo, a presente invencado proporciona as

utilizacgdes acima de um composto de férmula (II)

em que R; é acetilo. Noutra forma de realizacgcdao, a presente
invengdao proporciona as utilizagdes acima de um composto de
férmula (II), em que R; é hidrogénio. Noutra forma de realizacéao,
a presente 1invencdo proporciona as utilizagdes acima de um
composto da fdérmula (II), em que Ry, é hidrogénio. Noutra forma de
realizacgdo, a presente invengdo proporciona as utilizacgdes acima
de um composto de férmula (II) em gue B; e/ou B sdo hidrogénio.
Ainda noutra forma de realizacao, a presente invencao
proporciona as utilizagdes acima de um composto de fdédrmula (II)

em que X é& —-CH,.

Noutra forma de realizacdo, a presente invengao proporciona
as utilizacgdes acima de um composto da formula (11),

caracterizadas por um composto de fdérmula (II-A):



SR, 0% ™0H (1A)

em que R; é acetilo ou hidrogénio.

A estrutura dos compostos preferidos das férmulas (II-A) é
da férmula (II-B), também referido como composto (II-B) ou

cpt. (II-B) e da fdérmula (II-C) abaixo:

(I1-B)

(I-C)

Como agqui utilizado, o termo *“alquilo-C.-C,” refere-se a uma
cadeia de hidrocarboneto monovalente linear ou ramificada
saturada com um, dois, trés ou quatro atomos de carbono e inclui
metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, butilo

tercidrio e grupos semelhantes. 0 termo “alquilo-C1-Cqp”



refere-se a uma cadeia de hidrocarboneto monovalente linear ou
ramificada saturada, com um a dez &tomos de carbono e incluil
metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, butilo
tercidrio, pentilo, isopentilo, hexilo, 2,3-dimetil-2-butilo,
heptilo, 2,2-dimetil-3-pentilo, 2-metil-2-hexilo, octilo,

4-metil-3-heptilo e grupos semelhantes.

Como aqui utilizado, “alcoxilo—-C1—Cg” refere-se a um
substituinte monovalente que consiste numa cadeia algquilo linear
ou ramificada com 1 a 4 atomos de carbono ligados através de um
atomo de oxigénio e com a sua ligacdo de valéncia livre do éter
de oxigénio e inclui metoxilo, etoxilo, propoxilo, isopropoxilo,

butoxilo, sec-butoxilo, terc-butoxilo e grupos semelhantes.

Como aqui utilizado, *“arilo” refere-se a um grupo fenilo ou
naftilo néao substituido ou substituido, com um a trés
substituintes seleccionados do grupo consistindo de
metilenodioxilo, hidroxilo, alcoxilo-C1-C4, fluoro e cloro. Estao
incluidos no ambito do termo “-(alquil-C;-Cy4)-arilo”, fenilmetilo
(benzilo), feniletilo, p—-metoxibenzilo, p—-fluorobenzilo e

p—-clorobenzilo.

Como agqui wutilizado, *“halogéneo” ou “Hal” refere-se a um

membro da familia do fluor, cloro, bromo ou iodo.

Como aqui utilizado, “grupo acilo” refere-se a grupos acilo
alifatico e aromdtico e aqueles derivados dos compostos
heterociclicos. Por exemplo, o© grupo acilo pode ser um Jgrupo
alcanoilo(C;-C4) ou inferior, tal como formilo ou acetilo, um
grupo aroilo, tal como benzoilo ou um grupo acilo heterociclico

compreendendo um ou mais dos heterodtomos O, N e S, tal como o

grupo



-C(O)CH~N O
_/

Como aqui wutilizado, “estereoisdmero” €& um termo geral
utilizado para todos os isdmeros de moléculas individuais que
diferem apenas na orientacdao dos seus atomos no espacgo. O termo
estereoisdmero inclui isdmeros de imagens ao espelho
(enantidémeros), isdémeros geométricos (cis/trans ou E/Z7) e
isémeros de compostos com mais do que um centro quiral gue néao

sdao imagens ao espelho um do outro (diastereoisdmeros).

Como aqui wutilizado, “R" e "S" sado utilizados como
normalmente utilizados na guimica orgédnica para denominar a
configuracao especifica de um centro gquiral. O termo “R”
(rectus) refere-se a essa configuracdo de um centro quiral com
uma relacao no sentido dos ponteiros do reldgio de prioridades
do grupo (do mais elevado ao segundo mais baixo) gquando
observado ao longo da ligacao em direccdo ao grupo de prioridade
mais baixa. 0O termo *“S” (sinister) refere-se a configuracdo de
um centro quiral com uma relagdao no sentido contrario dos
ponteiros do reldgio das prioridades do grupo (do mais elevado
para o segundo mais baixo) quando observado ao longo da ligacgéao
em direcgdo ao grupo com prioridade mais baixa. A prioridade dos
grupos baseia-se em regras de sequéncia em que a prioridade é
baseada, inicialmente, no numero atdémico (na ordem de diminuicéo
do numero atdémico). Em Stereochemistry of Organic Compounds,
Ernest L. Eliel, Samuel H. Wilen e Lewis N. Mander, editores,
Wiley-Interscience, John Wiley & Sons, Inc., Nova Iorque, 1994,

estd contida uma lista e discussdo de prioridades.



Além do sistema (R)-(S), o sistema D-L mais antigo pode
também ser utilizado aqui para identificar a configuracéo
absoluta, especialmente com referéncia a aminodcidos. Neste
sistema, uma fdérmula de projeccdo de Fischer estd orientada de
modo a que o carbono numero 1 da cadeia de aminodcidos esteja no
topo. O prefixo “D” é utilizado para representar a configuracao
absoluta do isdémero no qual o grupo funcional (determinado) esta
no lado direito do carbono no centro quiral e 'L', do isdmero no

qual estd a esquerda.

Como aqui wutilizado, *“tratar” ou “tratamento” significa
qualgquer tratamento, incluindo, mas nao limitado a, alivio dos
sintomas, eliminacdo da causa dos sintomas, dguer numa base
tempordria ou permanente ou na prevencdo ou diminuicdo do
surgimento dos sintomas e progressao da doenca, disturbio ou

patologia em causa.

Como aqui descrito, o termo *“doente” refere-se a um animal
de sangue quente, tal como um mamifero que sofre com uma doenca,
distirbio ou patologia em particular. E entendido claramente que
cobaios, caes, gatos, ratos, murganhos, cavalos, gado, ovelhas e
humanos sao exemplos de animais incluidos no é&mbito do
significado do termo.
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Como aqui wutilizado, a expressao sal farmaceuticamente
aceitavel” entende-se como sendo aplicado a qualguer sal,
previamente conhecido ou futuramente descoberto, que é utilizado
pelos especialistas, que €& um sal de adicdao orgédnico ou
inorgdnico nao toéxico que € adequado para utilizacdo como um
fadrmaco. As bases ilustrativas que formam sais adequados incluem

hidréxidos de metais alcalinos ou metais alcalinos-terrosos,

tais como hidrdéxidos de sdédio, potdssio, cdlcio ou magnésio;



amdénia e aminas alifdticas, ciclicas ou aromdticas, tals como

metilamina, dimetilamina, trietilamina, dietilamina,
isopropildietilamina, piridina e picolina. Os acidos
ilustrativos que formam sais adequados incluem acidos
inorganicos, tais como, por exemplo, acido cloridrico,

bromidrico, sulfuarico, fosfdérico e semelhantes, e acidos
carboxilicos orgénicos, tais como, por exemplo, 4&acido acético,
propidénico, glicdlico, 1léctico, piruvico, maldnico, succinico,
fumdrico, malico, tartdrico, citrico, ascérbico, maleico,
hidroximaleico e di-hidroximaleico, benzdico, fenilacético,
4—aminobenzdico, 4-hidroxibenzdico, antranilico, cindmico,
salicilico, 4-aminosalicilico, 2—-fenoxibenzdico,
2—acetoxibenzdico, mandélico e Acidos semelhantes e Aacidos
sulfdédnicos organicos, tais como acidos metanossulfdénico e

p—-toluenossulfdénico.

Como aqui wutilizado, *wveiculo farmacéutico” refere-se a
excipientes farmacéuticos conhecidos, uUteis na formulacao de
compostos farmaceuticamente activos para administracdo e que sao
substancialmente nao toéxicos e nao sensibilizadores sob as
condigdes de utilizacadao. A proporgao exacta destes excipientes é
determinada através da solubilidade e propriedades quimicas do
composto activo, a via de administragao escolhida, bem como da

pratica farmacéutica convencional.

As composigdes do composto de férmula (II) desta invencéao
podem ser administradas a um individuo com necessidade de
tratamento através de varias vias de administracao
convencionais, incluindo oralmente, topicamente,
parentericamente, e. g., intravenosamente, subcutaneamente ou
intramedularmente. Além disso, as composigdes activas desta

invencdo podem ser administradas intranasalmente, como  um



supositdério rectal ou utilizando uma formulacao “flash”, i. e.,
permitindo que a medicagaoc se dissolva na boca sem a necessidade

de utilizar &gua.

As composicdes activas desta invencao podem ser
administradas individualmente ou em combinacao com
transportadores, veiculos ou diluentes farmaceuticamente
aceitaveis, quer em doses individuais ou mualtiplas. Os
transportadores, veiculos e diluentes farmaceuticamente

aceitdveis incluem diluentes ou enchimentos sdélidos inertes,
solucdes aquosas estéreis e varios solventes orgédnicos. As
composicdes farmacéuticas formadas pela combinacao das
composigdes activas desta invencdo e 0s transportadores,
veiculos ou diluentes farmaceuticamente aceitdveis sao, depois,
rapidamente administrados através de véarias formas de dosagem,
tais como comprimidos, pds, pastilhas, xaropes, solucgdes
injectdveis e semelhantes. Estas composicbes farmacéuticas
podem, se desejado, conter ingredientes adicionais, tais como
aromatizantes, ligandos, excipientes e semelhantes. Assim, para
os objectivos de administracdo oral, os comprimidos contendo
varios excipientes, tais como citrato de sdédio, carbonato de
cdlcio e fosfato de cédlcio podem ser empregues em simultédneo com
varios desintegrantes, tais como amido, 4&dcido alginico e certos
silicatos complexos, em conjunto com agentes ligantes, tais como
polivinilpirrolidona, sacarose, gelatina e acacia.
Adicionalmente, os agentes lubrificantes, tais como o estearato
de magnésio, laurilsulfato de sdédio e talco sado muitas vezes
uteis para os objectivos da preparagao de comprimidos. As
composicgdes sdédélidas de um tipo semelhante podem também ser
empregues como enchimentos em cdpsulas de gelatina mole e dura
de enchimento. 0Os materiais preferidos para estes incluem

lactose ou agucar de leite e polietilenoglicdis de elevado peso

10



molecular. Quando as suspensoes agquosas ou elixires sao
desejados para administracao oral, o) ingrediente activo
essencial aqui pode ser combinado com varios agentes adocantes
ou aromatizantes, pigmentos ou corantes e, se desejado,
emulsionantes ou agentes de suspensdo, em conjunto com diluentes
tais como A&gua, etanol, ©propilenoglicol, glicerol e suas

combinacdes.

Para administracdo parentérica, podem ser empregues solucgdes
das composicdes activas desta invencdo em &leo de sésamo ou
amendoim, propilenoglicol aquoso ou em solucgdes aquosas
estéreis. Tais solugdes aquosas deverdao ser adequadamente
tamponadas se necessario e o diluente liquido proporcionando,
inicialmente, solugdes isotdnicas com solucao salina suficiente
ou glucose. Estas solugdes agquosas particulares sao
especialmente adequadas para administracéao intravenosa,
intramuscular, subcutédnea e intraperitoneal. Neste seguimento,
0os meios aquosos estéreis empregues estdo todos rapidamente
disponiveis através de técnicas convencionais conhecidas pelos

especialistas na técnica.

Geralmente, uma composicao desta invencdo ¢é administrada
oralmente, parentericamente (e. g., intravenosa, intramuscular,
subcutdnea ou intramedular) ou topicamente. Para administracao
intranasal ou administracdo por inalacdo, um ou mais compostos
da invencdo sao distribuidos de um modo conveniente na forma de
uma solugdo ou suspensao a partir de um recipiente vaporizador
de bomba, que ¢é apertado ou bombeado pelo doente ou com uma
apresentacdo em vaporizador de aerossol a partir de um
recipiente pressurizado ou um nebulizador, com a utilizacdo de
um propelente adequado, e. 9., diclorodifluorometano,

triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de

11



carbono ou outro gas adequado. No caso de um aerossol
pressurizado, a unidade de dosagem ©pode ser determinada
proporcionando uma valvula para distribuir uma guantidade
doseada. O recipiente pressurizado ou nebulizador pode conter
uma solucdo ou suspensdo do composto activo. As cdpsulas e
cartuchos (preparados, por exemplo, a partir de gelatina) para
utilizag¢do num inalador ou insuflador podem ser formuladas
contendo uma mistura em pd de um composto da invencdo e uma base
de pd adegquada, tal como lactose ou amido. Para objectivos de
administracdo transdérmica (e. g., ‘toépica), sdo preparadas
solugdes agquosas ou parcialmente aquosas estéreis diluidas
(normalmente numa concentracao de cerca de 0,1% a 5%), de outro
modo semelhantes as solugdes parentéricas acima. S&o conhecidos
métodos de preparacdao de varias composicdes com uma certa
quantidade de ingrediente activo ou serdo evidentes a luz desta
divulgacao, para os especialistas na técnica. Para ver exemplos
de métodos de preparacgdes de composicgdes farmacéuticas, ver
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company,

Faston, Pa., 192 Edicgcao (1995).

NEFROPATIA:

A nefropatia é uma doenca crdénica que é definida como uma
anormalidade na excreg¢dao da albumina pela urina em doentes
diabéticos ou nao diabéticos. As taxas de excrecao da albumina
pela urina sdo inferiores a ou iguais a 40 mg/24 Horas em
humanos saudaveis. As fases «c¢linicas da nefropatia sdao a
microalbuminuria, nefropatia c¢linica (albuminuria) e doenga

renal de fase termina (ESRD).

12



Uma forma comum de nefropatia ¢ a nefropatia diabética. A
nefropatia diabética desenvolve-se em 35 a 40% de doentes com
diabetes mellitus do tipo 1 e em 10 a 60% dos doentes com
diabetes mellitus do tipo 2, dependendo do conjunto étnico a ser
estudado e é a causa mais comum da doenca renal em fase terminal
nos Estados Unidos. E aceite que a nefropatia diabética €& o
resultado de hiperglicemia, quer individualmente ou em
combinacao com outros factores, tais Ccomo hipertensao e
susceptibilidade genética a doenca renal. A terapia
anti-hipertensiva apropriada tem demonstrado reduzir,
significativamente, a mortalidade renal e, possivelmente, a
cardiovascular em doentes com diabetes mellitus do tipo 1
proteintricos, bem como retardar a taxa de declinio da taxa de
filtracdo glomerular em alguns doentes com fungdo renal
insuficiente (Lewis et al., N. Engl. J. Med. 1993, 329,
1456-1462). Assim, o cuidado convencional ©para doentes com
nefropatia diabética ¢é o controlo glicémico intensivo e
normalizacao da pressao sanguinea, utilizando, 1inicialmente,
inibidores da enzima de conversao da angiotensina (ACE), tais

como O ramipril.

Alguns inibidores da vasopeptidase demonstraram exibir um
efeito neuroprotector superior aos inibidores da ACE isolados
(Molinaro et al., Curr. Opin. Pharmacol. 2002, 2, 131-141), tal
como o omapatrilat, como um dos inibidores da vasopeptidase
desenvolvidos mais recentemente e mais exaustivamente estudados.
Chen et al. (Hypertension 2001, 38, 187-191) definiram a accgéao
renal do tratamento agudo com omapatrilat e o inibidor de ACE
fosinoprilat, em que o omapatrilat tem uma resposta natriurética
superior ao inibidor de ACE. ©Noutro estudo, o inibidor da

vasopeptidase CGS 30440 (Novartis, Suiga) tem um efeito
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protector renal superior ao inibidor de ACE, benazepril (Cohen

et al., J. Cardiovasc. Pharmacol. 1998, 32, 87-95).

Foi agora demonstrado que os inibidores da vasopeptidase de
férmula (I) tém um efeito neuroprotector superior na taxa de
excrecao da albumina e sao, deste modo, Uteis para o tratamento
e/ou prevencdo da nefropatia em doentes diabéticos e néo
diabéticos, incluindo nefropatia diabética, glomerulonefrite,
esclerose glomerular, sindrome nefroético, nefroesclerose

hipertensiva, microalbumintria e doencga renal em fase terminal.

O efeito do composto (II-B) €& 6-8 vezes superior ao

observado com o inibidor de ACE ramipril.

Exemplo 1: Diminui¢do da proteinuria através do tratamento

com um composto de fédrmula (II-B)

Foi determinada a excrecao da proteina e creatinina na urina
de Ratos ZDF machos (ZDF Gmi fa/fa) e animais de controlo
heterozigdéticos (ZDF Gmi -/+) com 10, 17, 27 e 37 semanas de
idade. Em grupos posteriores, foi administrado cronicamente aos
ratos diabéticos quer ramipril (1 mg/kg/dia, &agua para beber) ou
um composto de férmula (II-B) (30 mg/kg/dia, alimentado) durante
um periodo de 10 a 37 semanas. Os animais foram sacrificados
apds 37 semanas e 0s seus rins foram examinados

histologicamente.
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Tabela 1: Excrecgdo urindria de albumina e creatinina em
ratos obesos, magros, tratados com ramipril e com um composto de

férmula (II-B)

Albumina Albumina/Creatinina
Excregdo ng/kg/h Mg /mmol
urindria
Semanas 0 7 17 27 0 7 17 27
Grupo 1 Obeso
Média 0,35 1,78 9,24 14,23 55,27 404,78 | 975,60 | 1543, 25
S 0,24 1,09 6,70 7,69 41,58 | 349,65 | 714,38 | 819,04
SEM 0,06 0,28 2,02 2,32 10,74 90,28 | 215,40 | 246,95
N 15 15 11 11 15 15 11 11
Grupo 2 Magro
Média 0,121 0,090 0,070 0,079 | 12,828 | 9,573 5,754 7,313
S 0,041 0,069 0,033 0,051 4,206 6,010 2,772 4,541
SEM 0,009 0,015 0,008 0,014 0,940 1,344 0,693 1,260
N 20 20 16 13 20 20 16 13
Teste t 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Grupo 4
Ramipril
Média 0,24 1,36 6,26 10,11 37,31 | 207,35 | 694,20 | 1077,88
s 0,12 1,28 4,71 7,20 17,20 | 198,42 | 510,20 | 742,86
SEM 0,03 0,33 1,42 2,17 4,44 51,23 153,83 223,98
N 15 15 11 11 15 15 11 11
Teste t 0,122 0,338 0,242 0,209 0,133 0,067 0,300 0,178
Grupo 7
Cpt (II-B)
Média 0,27 0,09 0,41 1,39 48,56 14,30 44,63 152,71
s 0,18 0,04 0,18 1,67 28,69 5,38 16,47 174,93
SEM 0,05 0,01 0,05 0,50 7,41 1,39 4,97 52,74
N 15 15 11 11 15 15 11 11
Teste t 0,293 0,000 0,000 0,000 0,611 0,000 0,000 0,000
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Resultados histoldégicos:

Nas tabelas anexas ¢é apresentado um sumdrio das observacgdes

nos rins apds um periodo de tratamento de 6 meses.

Os grupos examinados

Cl: Controlo
C2: Controlo
D1: Ramipril
D4: cpd. (II-B)

foram:

ratos ZDF magros
ratos ZDF obesos
ratos ZDF obesos 1,0 mg/kg
ratos ZDF obesos 30 mg/kg

Observacgdes histopatoldégicas apresentadas aqui:

—Células Armanni-Ebstein

—-Glomeruloesclerose

—-Atrofia: tubulos

—Célculos: tubulos

-Dilatacédo: pélvis

nos tubulos renais indicando uma

patologia metabdélica diabética.
indicando uma lesdao crdénica nos rins
devido a um estado metabdlico

diabético.

lesdo degenerativa espontdnea comum nos

rins.

lesdo espontédnea comum nos rins.

lesao esponténea comum nos rins.

considerada como sendo uma anomalia do

desenvolvimento herdada.
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As células Armanni-Ebstein ndo estavam presentes nos ratos
ZDF magros de controlo mas sim em todos os grupos de ratos ZDF

obesos tratados.

Nao foi observada glomeruloesclerose nos ratos ZDF magros de
controlo e também nado estavam presentes nos animais tratados com
composto (II-B). De modo correspondente, foram observadas lesdes
degenerativas, atrofia dos tubulos e cdlculos tubulares com

baixa incidéncia nestes animais.

Comparando os controlos ZDF obesos em ratos tratados com
Ramipril ou MDL 100.240, nao se verificaram diferencas na
incidéncia da glomeruloesclerose ou lesdes degenerativas
associadas. Estes resultados indicam gque o tratamento com o
composto (II-B) pode prevenir o desenvolvimento de
glomeruloesclerose “diabética” e lesdes degenerativas
associadas. As lesdes nos ratos ZDF obesos de controlo foram de

gravidade particularmente baixa.

Além disso, verificou-se uma elevada incidéncia de dilatacéao

pélvica em animais tratados com composto (II-B).

EXPLICACAO DOS CODIGOS E SIMBOLOS

cODIGOS E SIMBOLOS UTILIZADOS AO NIVEL ANIMAL:

KO = Grupo de sacrificio terminal
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Tabela 2: Observacgdes histoldgicas

NUMERO DE ANIMAIS COM OBSERVACOES MICROSCOPICAS POR
ORGAO/GRUPO/SEXO

Estado de Necrépsia: GRUPO DE SACRIFICIO TERMINAL (KO)

SEXO Machos

Grupo de Dose Cl C2 D1 D4
N° DE ANIMATS POR GRUPO DE 12 6 9 9
DOSE

Rins N° Avaliado 12 6 9 8
- Células Armanni-Ebstein - 6 7 8
- Glomeruloesclerose - 6 6 1
- Atrofia: tubulos renais - 6 9 2
— Célculos: tubulos renais 1 6 8 3
- Dilatacao: pélvis 3 2 5 7

INCIDENCIA SUMARIA DE CLASSIFICACOES

POR  ORGAO/GRUPO/SEXO

Estado de Necrdpsia: GRUPO TERMINAL DE SACRIFICIO (KO)
SEXO Machos
Grupo De Dose Cl C2 D1 D4
N° de ANIMAIS POR GRUPO DE DOSE 12 6 9 9
Rins N° Examinado 12 6 9 8
— Células Armanni-Ebstein GRAU 1 - 2 1
GRAU 2 - 3 6 5
GRAU 3 - 1 3
TOTAL
— 6 7 8
AFECTADO
GRAVIDADE
., - 1,8 1,9 2,4
MEDIA
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(Continuacéao)

INCIDENCIA SUMARIA DE CLASSIFICACOES POR ORGAO/GRUPO/SEXO
Estado de Necrépsia: GRUPO TERMINAL DE SACRIFICIO (KO)

SEXO Machos
Grupo De Dose C1l C2 D1 D4
N° de ANIMAIS POR GRUPO DE DOSE 12 6 9 9
— Glomeruloesclerose GRAU 1 - 1 - 1
GRAU 2 - 3 4 -
GRAU 3 - 2 2 1
TOTAL
- 6 6 1
AFECTADO
GRAVIDADE
. - 2,2 2,3 1,0
MEDIA
- Atrofia: tubulos renais GRAU 1 - 2 4 1
GRAU 2 - 2 4 —
GRAU 3 - 1 1 1
GRAU 4 - 1 — —
TOTAL
- 6 9 2
AFECTADO
GRAVIDADE
. - 212 117 2,0
MEDIA
Cadlculos: tubulos renails GRAU 1 1 1 1 2
GRAU 2 - 4 7 1
GRAU 3 - 1 — -
TOTAL
1 6 38 3
AFECTADO
GRAVIDADE
, 1,0 2,0 1,91 1,3
MEDIA
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(Continuacéao)

INCIDENCIA SUMARIA DE CLASSIFICACOES POR ORGAO/GRUPO/SEXO
Estado de Necrépsia: GRUPO TERMINAL DE SACRIFICIO (KO)

SEXO Machos

Grupo De Dose C1l Cc2 D1 D4
N° de ANIMAIS POR GRUPO DE DOSE 12 6 9 9
Dilatacédo: pélvis GRAU 2 3 - 1 1
GRAU 3 1 2 5
GRAU 4 1 2 1

TOTAL
3 2 5 7

AFECTADO

GRAVIDADE
, 2,0 3,5 3,21 3,0

MEDIA

Tabela 3: Excrecdo urindria da albumina e creatinina em
ratos Obesos Diabéticos Zucker (ZDF), tratados com ramipril e
ratos tratados com um composto de fdérmula (II-B) comecando por
um animal com 6 meses. Os ratos ZDF sao um modelo para a

diabetes do Tipo ITI.

Albumina/Creatinina
Albumina/Creatinina
Basal 6 semanas de |12 semanas de
mg/mmo 1 tratamento tratamento
Ratos ZDF
Placebo
media 1330,99 1068, 25 1193,47
S 797,55 778,81 633,10
SEM 230,23 224,82 182,76
N 12 12 12
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(Continuacéao)

Albumina/Creatinina
Albumina/Creatinina
Basal 6 semanas de |12 semanas de
mg/mmo 1 tratamento tratamento

Ratos ZDF

com Cpt.

(IT-B)

Média 1330,99 135,08 100, 86

S 797,55 40,28 59,27

SEM 230,23 11,63 17,11

N 12 12 12

Ratos ZDF

com Ramipril

Média 1330,99 1249,59 841,69

s 797,55 1036,03 1124,24

SEM 230,23 299,07 324,54

N 12 12 12

Exemplo 2:

Foi determinada a excrecao de albumina e creatinina em ratos
Goto-Kakizaki (GK). Os ratos GK sao um modelo para a diabetes do
Tipo II. Um grupo foi deixado sem tratamento, um foi tratado com
inibidor ACE/NEP da férmula (II-B) e um grupo foil tratado com

inibidor ACE ramipril.
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Tabela 4:
ratos GK,

da férmula (II-B

Excrecdo wurinadria de albumina e creatinina em

), comecando num animal com 6 meses:

tratados com ramipril e ratos tratados com um composSto

Albumina/Creatinina
mg/mmo 1
Basal 6 semanas de |12 semanas de
tratamento tratamento
Ratos GK
placebo
Média 103,95 329,37 1183,19
S 71,42 230,17 637,71
SEM 20,62 66,44 184,09
N 12 12 12
Ratos GK com
Cpt. (II-B)
Média 103,95 17,70 24,28
S 71,42 6,01 14,41
SEM 20,62 1,74 4,16
N 12 12 12
Ratos GK com Ramipril
Média 103,95 161,71 | 244,89
S 71,42 112,42 | 146,00
SEM 20,62 32,5 44,0
N 12 12 11
Exemplo 3:

Foi determinada a excrecdao de albumina e creatinina em ratos

Wistar.

Um grupo foi deixado nado tratado,
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inibidor de ACE/NEP da férmula (II-B) e um grupo foi tratado com
inibidor de ACE ramipril. Os ratos Wistar sdo nao-diabéticos e
desenvolvem proteinuria e lesdes estruturais nos rins durante a
vida adulta. Os ratos Wistar sao, deste modo, um modelo para a

nefropatia nao diabética.

A Figura 1 mostra a nefropatia nao diabética relacionada com
a i1dade em ratos Wistar tratados com placebo (rim de um rato
placebo com lesdes tubulo-intersticiais moderadas (calculos
proteinicos nos tubulos, infiltracdao de células inflamatédrias,

tubulos basofilicos)).

Tabela 5: Excrecdo urindria de albumina e creatinina em
ratos Wistar, ratos tratados com ramipril e tratados com um

composto da fdérmula (II-B), comecando num animal com 6 meses de

idade:
Albumina/Creatinina
mg/mmol
Basal 6 semanas | 12 semanas de
de tratamento
tratamento
Ratos Wistar com
Placebo
Média 130,45 149,82 290,10
S 285,53 231,12 265,69
SEM 90,29 64,10 73,69
N 10 13 13
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(Continuacéao)

Albumina/Creatinina
mg/mmol
Basal 6 semanas | 12 semanas de
de tratamento
tratamento
Ratos Wistar com
Cpt. (II-B)
Média 130,45 18,07 21,21
S 285,53 17,64 29,49
SEM 90.29 4,89 8,18
N 10 13 13
Ratos Wistar
com Ramipril
Média 130,45 184,27 188,40
S 285,53 171,87 146,47
SEM 90,29 49,62 42,28
N 10 12 12

No modelo nao diabético, o composto da férmula (II-B) mostra

um efeito nefroprotector significativamente superior ao

ramipril, como determinado pela extensao da proteinuria.

DOENCAS RELACIONADAS COM AGE

A incubacao de proteinas ou lipidos com aguUcares aldose
resulta em glicacdo ndo enzimatica e oxidacdo de grupo amino em
proteinas para formar aductos Amadori. Ao longo do tempo, 0s
aductos sofrem rearranjos adicionais, desidratacao e reticulacéao
com outras formar conhecidos como

proteinas para complexos
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Produtos Finais da Glicosilacdo Avancada (AGE). A formacao de
AGE pode também ser descrita como reacgdes de Maillard. Os
factores que promovem a formacao de AGE incluem a modificacgao de
proteinas retardada (e. g., como em amiloidoses), acumulacao de

macromoléculas com um elevado contetudo em 1lisina e niveis de

glucose no sangue elevados (e. g., como na diabetes) (Hori
et al., J. Biol. Chem. 270: 25752-761, (1995)). As AGE tém sido
implicadas em varios disturbios, incluindo complicacgdes

associadas com diabetes e envelhecimento normal.

As AGE apresentam ligacdes especificas e passiveis de
saturacdo aos receptores de superficie celular nas células
endoteliais da microvasculatura, mondcitos e macréfagos, células
do musculo liso, células mesengiais e neurdnios. O Receptor para
Produtos Finais Glicatados Avancados (RAGE) ¢é um membro da
superfamilia da imunoglobulina das moléculas da superficie das

células.

Sdo encontrados niveis aumentados de RAGE em tecidos
envelhecidos (Schleicher et al., J. Clin. Invest. 1997, 99,
457-468) e a retina diabética, wvasculatura e rim (Schmidt
et al., Nature Med. 1995, 1002-1004). A activacdao de RAGE nos
diferentes tecidos e o¢6rgdos conduz a varias consequéncias
patofisioldgicas. Os RAGE tém sido implicados em varias
condig¢des incluindo: inflamacdo aguda e crdénica (Hofmann et al.,
Cell 1999, 97, 889-901), desenvolvimento de complicacgdes tardias
diabéticas, tais como permeabilidade vascular aumentada,
nefropatia, ateroesclerose e retinopatia por acumulacao de AGE
nos rins e outros tecidos (Singh et al., Diabetologia 2001, 44,
129-146), bem como na doenca de Alzheimer (Yan et al., Nature
1990, 382, 685-691), disfungao eréctil, invasao tumoral e

metastases (Taguchi et al., Nature 2000, 405, 354-357).
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O inibidor de ACE ramipril € conhecido por influenciar os
niveis de soro dos produtos finais da glicacdo avancada em
doentes com risco elevado de doenca da artéria coronaria:
resultados de um estudo de HOPE (B. Kihovd, E.M. Hjerkinn, TI.

Seljeflot, T.J. Berg, A.A. Reikvam).

Foi agora verificado que os compostos de fédrmula (I) reduzem
significativamente, a acumulacdo de AGE nos rins e no coracgao.
Deste modo, o0s compostos da férmula (I) sao uUteis para a

prevencao e/ou tratamento de doencgas metabdlicas associadas com

produtos finais da glicacao avancados, especialmente
complicacdes diabéticas, tais como neuropatia diabética,
nefropatia diabética, retinopatia diabética, enfarte do

miocdrdio, cataratas e cardiomiopatia diabética.

Os valores de AGE no rim foram determinados por andlise de
transferéncia por gota (Stracke et al., Exp. Clin. Endocrinol.
Diabets 2002, 109, 330-336) e cromatografia liquida de elevado
desempenho de fase reversa ou RP-HPLC (Drusch et at., Food Chem.

1999, 65, 547-553).

O tratamento de ratos diabéticos com um composto da
férmula (II-B) normaliza os valores de AGE nos rins (CML), o
tratamento com M100.240 diminui o) valor de CML

significativamente.

Exemplo 4: Andlise transferéncia por gota

As amostras de rins para a andlise dot blot foram obtidas de
ratos ZDF machos com 17 semanas de idade, ratos de controlo e

ratos ZDF tratados durante sete semanas com 30 mg/kg/d de
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composto (II-B) e 35 mg/kg/d de MDL 100.240. Foram sacrificados
trés animais de cada grupo, os rins foram removidos e
imediatamente congelados em azoto liquido. Foi efectuada a
trituragdo dos rins em azoto liquido wutilizando um moinho
criogénico (Freezer 6750, C3 Analysetechnik  GmbH) . Foram
dissolvidas 10 mg de amostra de rim em 1 mL de solugdo salina

tamponada com fosfatos (PBS contendo Tween 20 a 0,5 g/L, PMSF a

0,5 mM, 1 pg/mL). A solugdo foi tratada duas vezes durante cinco
segundos com um disruptor de células ultrassdénico (45% de
poténcia, Bandolin Sonoplus HD 2070), centrifugada durante

20 minutos a 4000 rpm e o sobrenadante foi wutilizado para a
andlise transferéncia por gota. A membrana de nitrocelulose foi
colocada no dispositivo de transferéncia por gota e lavada duas
vezes com 100 pL de TBS/pog¢o. Para cada amostra, foram diluidas
10 png de proteina (a concentragao proteica das amostras foi
determinada com o Ensaio Proteico DC, Bio Rad), em 100 uL de TBS
e foram carregadas na membrana de nitrocelulose (Amersham). A
membrana foi incubada de um dia para o outro em TBST (Tris a
20 mM, NaCl a 137 mM, Tween 20 a 0,05% v/v) com leite em pod
magro a 5%, a 4 °C, e incubado durante 1 hora a temperatura
ambiente utilizando a seguinte <concentragdao de anticorpo:
0,25 pg/mL de anti-CML 011 (Biologo), 0,25 pg/mL de anti-CEL
(Biologo) e 0,25 npg/mL de anti-pentosidina 012 (Biologo). Apds
lavagem extensiva em TBST com leite em pd magro a 5%, as
membranas foram expostas a anticorpos anti-IgG de murganho
marcados com anti-peroxidade alcalina (Dianova), durante uma
hora, a temperatura ambiente. As membranas foram lavadas de novo
e expostas ao sistema de detecgcdo de qguimiofluorescencia
melhorado (Amersham), de acordo com instrucgdes do fabricante. A
fluorescéncia relativa foil determinada com o Fluor-Imager 595

(Molecular Dynamics) e quantificada utilizando o software Image
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Quant. Os resultados foram expressos em fluorescéncia relativa

(rf) vezes 10°.

Tabela 6: Valores de CML do subtipo AGE em rins de ratos ZDF

com 17 semanas de idade, ratos de controlo e ratos ZDF tratados

com composto (II-B) ou MDL 100.240.

rins de ratos com n Média de SEM de Teste sign
17 semanas de idade rf * 10° rf * 10° de t

com anti-CML 011

Controlo magro 3 32,20 1,22

Ratos ZDF 3 45,14 3,23 0,0199 *
ZDF com cpt. (II-B) 3 32,62 0,34 0,0182 *
ZDF com MDL 100.240 3 38,67 1,38 0,1389

Tabela 7: Valores de CEL do subtipo AGE nos rins de ratos

ZDF com 17 semanas de 1idade,

tratados com um composto de fédrmula (II-B)

ratos

de controlo

e ratos ZDF

ou MDL 100.240.

rins de ratos com 17 n Média de SEM de
semanas de idade com rf * 10° rf * 10°
anti-CEL

Controlo magro 3 54,49 2,55
Ratos ZDF 3 61,30 1,12
ZDF com cpt. (II-B) 3 50,24 0,46
zDF com MPL 100.240 3 52,60 1,16
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Tabela 8 Valores da pentosidina do subtipo AGE no rim de
Ratos ZDF com 17 semanas de idade, ratos de controlo e Ratos ZDF

tratados com composto (II-B) ou MDL 100.240.

rins de ratos com 17 semanas n Média de SEM de
de idade com anti-pentosidina rf * 10° rf * 10°
012

Controlo magro 3 52,78 1,65
Ratos ZDF 3 56,01 1,24
ZzDF com cpt. (II-B) 3 44,99 1,01
ZDF com MDL 100.240 3 40,70 2,75

Os valores de CML do subtipo AGE sao significativamente
superiores nos rins de Ratos ZDF comparativamente com ratos de
controlo (P<0,05). ©Nao poderdao ser apresentadas diferencas
significativas entre os ratos ZDF e de controlo para CEL subtipo
LAGE e pentosidina. Os ratos ZDF tratados com um composto de
férmula (II-B) mostraram valores de AGE significativamente
inferiores para CML do subtipo AGE, CEL e pentosidina (P<0,05)
comparativamente aos ratos ZDF nado tratados. Podem também ser
determinados valores de AGE inferiores para os subtipos CEL e

pentosidina nos ratos ZDF tratados com MDL 100.240 (P<0,01).

Exemplo 5: Cromatografia liquida de elevado desempenho de

fase reversa (RP-HPLC)

As amostras de rins e coracgdes para as andlises de RP-HPLC
foram obtidas de ratos ZDF machos com 17 semanas de idade, ratos
de controlo e ratos ZDF tratados durante sete semanas com
30 mg/kg/d de composto da férmula (II-B) e 35 mg/kg/d de MDL
100.240. Foram analisados dois animais de cada grupo. Foi

efectuada a trituracdao dos rins e coragdes em azoto liquido
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utilizando um moinho criogénico (Freezer 6750, C3 Analysetechnik
GmbH) . Foi efectuada a hidrdélise das amostras dos &érgaos com
dcido cloridrico 6 M (HCl), a 110 °C, durante 12 horas. Foil
efectuada a derivatizacdo da amostra com o-Ftaldialdeido (OPA) e
foram submetidas a RP-HPLC, como descrito em Drusch et at., Food

Chem. 1999, 65, 547-553.

Tabela 9: Valores de CML do subtipo AGE nos rins de ratos
ZDF com 17 semanas de idade, ratos de controlo e ou ratos ZDF

tratados com um composto da fédrmula (II-B) com MDL 100.240.

rins de ratos com 17 semanas |n [animais] | Média conc. SEM [%]
de idade submetidos a de CML [%]

RP-HPLC

ZDF Placebo 2 100 0,27

Controlo magro 2 84 1,19

Cpt. (II-B) 2 55 3,83

MDL 100.240 2 60 10,15

Tabela 10: Valores de CML do subtipo AGE no rim de ratos ZDF
com 37 semanas de idade, ratos de controlo e ratos ZDF tratados
com um composto da fdérmula (II-B) ou MDL 100.240. Valores com

P<0,05 foram considerados significativos (*P<0,05; **P<0,01).

rins de ratos com 37 n Média SEM Teste | sign.
semanas de idade | [animais] conc. de (%] de t
submetidos a RP-HPLC CML [%]

ZDF Placebo 2 100 2,00 0,010 *
Controlo magro 2 79 0,17

ZDF com cpt. (II-B) 2 58 4,46 0,014 *
ZDF com MDL 100.240 2 93 4,77 | 0,298
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Tabela 11: Valores de CML do subtipo AGE no coracao de ratos
ZDFF com 17 semanas de 1idade, ratos de controlo e ratos ZDF
tratados com um composto da fédrmula (II-B) ou MDL 100.240. Os

valores com P<0,05 foram considerados significativos (*P<0,05;

**p<0,01).

coragdes de ratos ZDF n Média SEM teste | sign.
com 17 semanas de | [animais] | conc. de (%] de t

idade submetidos a RP- CML [%]

HPLC

ZDF Placebo 2 100 3,74 0,015 *
Controlo magro 2 32 7,28

ZDF com cpt. (II-B) 2 26 10,95 0,025 *
ZDF com MDL 100.240 2 66 3,29 0,022 *

Os ratos ZDF apresentaram uma concentracao de CML
significativamente superior nos rins de ratos com 17 e
37 semanas de idade e nos coragdes de ratos com 17 semanas de
idade comparativamente aos ratos de controlo (P<0,05). ©
tratamento com  um composto da férmula (ITI-B) reduz a
concentracadao de CML nos rins de ratos ZDF com 17 e 37 semanas de
idade, bem como a concentracdo de CML nos coragdes de ratos ZDF
com 17 semanas de idade. O MDL 100.240 reduz, também, a
concentracdao de CML nos rins e coragbdes de ratos ZDF com

17 semanas de idade, mas nao nos rins de ratos ZDF com

37 semanas de idade.

RESISTENCIA A INSULINA

Os compostos da fdérmula (I) apresentaram também actividade

de sensibilidade & insulina. A acgdo profildctica dos compostos
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da férmula (I) apds nefropatia é também indicativa que se pode
esperar que um agente de sensibilidade a insulina previna,
reverta, estabilize ou retarde a progressao da microalbumintria
em albuminturia. Isto é porque a microalbuminuria ¢é considerada
como uma previsdao de futura nefropatia, especialmente em doentes
com evidéncia clinica de sindrome de resisténcia a insulina

pré-diabética, alternativamente referida como Sindrome X.

A utilizacdo de ACE ou inibidores da vasopeptidase para o

tratamento da resisténcia a insulina ndo foi avaliada até agora.

Verificou-se agora que os compostos de férmula (I) diminuem
significativamente as concentracgdes de glucose no sangue e 0S
valores de HbAlc e, deste modo, reduzem a resisténcia a
insulina. O HbA:. é uma medida para valores de glucose ao longo
do tempo. O HbA;. glicatado é um AGE inicial, denominado um

produto Amadori.

0O efeito de um composto da fdérmula (II-B) sobre o valor de
HbA,. e glucose no sangue ¢é semelhante ao M100.240 e ambos os
compostos mostram valores baixos relativamente ao inibidor de

ACE ramipril.

Exemplo 6: Andlise de glucose no sangue e HbA,. em ratos ZDF

Foi determinada a glucose no sangue e HbA,. em ratos obesos
diabéticos Zucker machos com dez e dezassete semanas de idade
(Genetic Model Inc.), ratos de controlo (Genetic Model Inc.) e
ratos ZDF machos tratados durante sete semanas com 30 mg/kg/d de

composto da férmula (II-B), 35 mg/kg/d de MDL 100.240 e
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1 mg/kg/d de Ramipril. Foram analisados quinze animais em cada

grupo.

As amostras de sangue para a determinacdao da glucose foram
obtidas de ratos ZDF, utilizando tubos de amostra convencionais.
Apds 30 minutos da recolha, as células das amostras foram
separadas por centrifugacdao. Foi efectuada a determinacao
quantitativa da glucose no soro do sangue com um teste
enzimdtico in vitro da Roche Diagnostics GmbH (Gluco-quant,
Roche Diagnostics GmbH), utilizando o analisador automatizado de

quimica clinica da Boehringer Mannheim/Hitachi 912.

Para obter as amostras de sangue para a determinacao de
HbA,., foram utilizados tubos de capilaridade descartéaveis. Os
valores de HbA;. foram obtidos de amostras de sangue total
hemolizado com um imunoensaio de inibicgdo turbidimétrico (Tina-
quant, Roche Diagnostics GmbH) e as concentracgdes de hemoglobina
foram determinadas num segundo canal num analisador automatizado
de quimica clinica (Boehringer Mannheim/Hitachi 912). A
concentracdo de HbA;. em percentagem foi calculada de HbA;. até a

hemoglobina total.
Tabela 12: Concentracadao de glucose no sangue em ratos ZDF

com 10 e 17 semanas de idade, ratos de controlo e ratos ZDF

tratados com composto (II-B), MDL 100.240 e Ramipril.
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sangue ratos ZDF controlo ZDF com ZDF com ZDF com
Glucose Cpt. (II-B) Ramipril MDL100.240
no sangue

idade 10 17 10 17 10 17 10 17 10 17
[semanas]

média 11,92 | 29,68 | 7,32 | 8,04 | 10,67 | 21,09 | 11,74 | 27,33 | 10,37 | 19,74
[mM]

SEM [mM] 1,74 1,32 0,15 0,34 1,49 2,78 1,48 1,75 1,40 2,10
n 15 15 20 20 15 15 15 15 15 15
[animais]

Tabela 13: Valores de HbA;. em ratos ZDF com 10 e 17 semanas
de idade, ratos de controlo e ratos ZDF tratados com composto

(IT-B), com MDL 100.240 e Ramipril.

HbA, - Ratos ZDF controlo ZDF com ZDF com ZDF com
Cpt. (II-B) Ramipril MDL
100.240
idade 10 17 10 17 10 17 10 17 10 17
[semanas]
média [%] 6,1419,9 | 4,49 | 4,62 | 5,69 8,24 5,66 | 9,48 | 5,60 | 7,19
SD [%] 0,22(0,4210,02(0,02]| 0,16 0,71 0,14 | 0,52 | 0,15 | 0,46
n 15 15 20 20 14 15 15 15 15 15
[animais]

A concentracado de glucose no sangue e valores de HbA;. sao
significativamente inferiores nos animais de controlo
comparativamente aos ratos ZDF (P<0,01). Os ratos ZDF machos com
17 semanas de idade tratados com MDL 100.240 ou composto (II-B),
apresentaram, também, uma concentracado de glucose e valores de
HbA,. no sangue significativamente inferiores, comparativamente
aos ratos ZDF nao tratados. Nao pode ser observada diferenca

significativa para a glucose ou HbA;. no sangue em ratos ZDF com
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17 semanas de idade tratados com Ramipril comparativamente aos

ratos ZDF nao tratados.

DISFUNCAO ENDOTELIAL E PLACAS ATEROESCLEROTICAS

No modelo com coelho aterogénico (os coelhos brancos da Nova
Zeldndia foram alimentados com colesterol a 0,25% mais &leo de
coco a 3%), foili demonstrado que mesmo durante um pegqueno periodo
de 6 semanas com dieta aterogénica conduziu a disfuncéao
endotelial sustida, embora, depois, os animais tenham recebido,
durante 3 meses, uma dieta normal. Em todas as experiéncias ja
conhecidas, os animais foram alimentados durante todo o periodo
de tempo com uma dieta aterogénica e tinham niveis de colesterol
extremamente elevados ndo fisioldgicos, ndo compardaveis com a

situagcdo em humanos.

A disfuncado endotelial, bem como as alteragdes aterogénicas
nos vasos sanguineos, foram ambas prevenidas e revertidas pelo
tratamento com o) inibidor de ACE/NEP do composto da
férmula (II-B), investigado pela primeira vez e demonstrado em
comparacao directa com o inibidor de ACE ramipril. Como
determinado para a disfuncao endotelial, serviu o relaxamento
dependente do endotélio em anéis adrticos isolados em coelhos,
bem como o ¢6xido nitrico e libertacdo da superdéxido das células

endoteliais.

Exemplo 7: Efeitos do tratamento de longo termo com o
inibidor de ACE/NEP do composto da férmula (II-B) na disfuncgéao
endotelial e placas aterosclerdticas em coelhos alimentados com

uma dieta aterogénica.
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Grupos:

Padrao: 18 semanas de dieta normal

Aterogénica: 18 semanas de dieta aterogénica (dleo de coco a

3% + Colesterol a 0,25%)

Dieta variada (Var.) : 6 semanas de dieta
aterogénica + 12 semanas de dieta normal

Dieta variada + Ramipril: 6 semanas de dieta
aterogénica + 12 semanas de dieta normal + Ramipril

Dieta wvariada + composto (II-B): 6 semanas de dieta

aterogénica + 12 semanas de dieta normal + cpt.

(IT-B)

Tabela 14: Relaxamento dos anéis adrticos pela acetilcolina
(ACh) em 4 incrementos na concentracao (10°° mol/L, 10 mol/L,
10° mol/L e 10° mol/L) apds estimulacdo precedente pela
fenilefrina (10’ mol/L) (dados em $% X+ SEM)

Grupos ACh 107° mol/L 107 mol/L 107° mol/L 107° mol/L
Dieta Normal 11,65 + 1,55 52,68 + 3,06 75,64 + 2,83 83,81 + 3,3
Dieta Aterogénica 2,18 £ 1,23 7,07 + 2,76 11,82 + 3,88 12,49 + 4,1
x4 ot £ 4 ot * ot
Dieta Var. 10,76 + 2,29 | 43,33 + 3,57 |63,48 + 2,89 |69,41 + 2,82
t t# o t# o
Var. + Ramipril 13,08 = 2,22 51,86 + 4,43 77,34 + 3,7 83,73 + 4,03
Var. + cpt. (II-B) 19,9 + 3,48 59,62 £ 6,43 76,4 + 6,38 80,89 + 6,82
*:p<0,05 vs. Dieta variada;

#:p<0,05 vs.

Dieta normal;

o: p<0,05 vs. Var.+ Ram.

t: p<0,05 vs. Var.+ cpt.

(II-B)
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Tabela 15: Dados de NO- e Superdxido (0,7) (em nmol/L;

X+ SEM)

Grupos NO (nM) Oz (nM)
Dieta Normal 306,71 + 36,16 * 29,41 + 5,89
D. Aterogénica 167,77 + 30,65 52,12 + 7,006 #
Dieta Var. 174,39 + 25,44 35,86 = 7,49
Var. + Ramipril 368,31 + 42,25 * 48,09 + 7,91 #
Var + cpt. (II-B) 329,19+30,10 * 30,18 + 6,00

*:p<0,05 vs. Dieta variada, vs. dieta aterogénica;
#:0<0,05 vs. Dieta variada, vs. Dieta normal, vs. Dieta wvariada

+ cpt. (II-B))

NO e 0, sao marcadores para a funcdao endotelial:
relaxamento aumentado e niveis de NO sao benéficos, embora a

formacao de 0O, aumentada iniba os efeitos benéficos do NO.

Lisboa, 9 de Maio de 2012
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REIVINDICACOES

Utilizacdo de um composto de férmula (II)

em que
R; é hidrogénio, -CH,OC(O)C(CHs3)3; ou um grupo acilo;

R, ¢é hidrogénio; -CH,O0-C(O)C(CHs)3; um alquilo-Ci;—-Cg4;

arilo, —-(algquil-C;-C4)-arilo; ou difenilmetilo;

X é& —-(CHy), em que n €& um numero inteiro 0 ou 1, -S-,

_O_,

//0
T

-N- or -N-

em que Ry ¢é hidrogénio, um algquilo-C;-C4, arilo ou
arilo-(alquil-C,-C4) e Ry é -CF3, alquilo-C;-Cip, arilo ou

aril-(alquil-C:-Cy);



B, e B, sao, cada, independentemente,

hidroxilo, -ORs, em que Rs &
-(alquil-C,-C4)—-arilo ou, onde B;

atomos de carbono adjacentes,

considerados em conjunto com 0S

carbono adjacentes para formar

metilenodioxilo,

e By

B

um

alquilo-C,-C4, arilo

By podem

referidos A&atomos

anel Dbenzeno

hidrogénio,

ou

estao ligados aos

ser

de

ou

para a preparacao de um medicamento para o tratamento e/ou

profilaxia da nefropatia em doentes diabéticos.

Utilizacao de um composto de acordo

em que R; € acetilo.

Utilizacdo de um composto de acordo

em gque R; é hidrogénio.

Utilizacao de um composto de acordo

em gque B; e/ou B; sdo hidrogénio.

Utilizacdo de um composto de acordo

em que X é —-CHj.

Utilizacdao de um composto de acordo
em qgue o composto da fdérmula (II)

composto da férmula (II-A):

com

com

com

com

reivindicacao

reivindicacao

reivindicacao

reivindicacao

com a reivindicacao

é caracterizado por



em que R; € acetilo ou hidrogénio.

Utilizacdo de um composto de acordo com a reivindicacao 1,
em que o composto da fdérmula (II) € caracterizado por um

composto da férmula (II-B)

(I1-B)

Utilizacdao de um composto de acordo com a reivindicacao 1,
em gque o composto de férmula (II) é caracterizado por um

composto de férmula (II-C)

(11-C)

Lisboa, 9 de Maio de 2012
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Figura 1:

Rim de um rato placebo apresentando lesdes
tubulo-intersticiais moderadas (cdlculos proteinicos nos
tubulos, infiltracéo de células inflamatérias, tubulos

basofilicos; magn. orig. x 100
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