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cada 2 & 1ndependentemente H, CH3, ou Q0 onde Q € um ac1lo hidrofébico,
benzoilo, fenacetilo, benziloxicarbonilo, alcoxicarbonilo, ou N-metild
-dihidropiridina-3-carbonilo, e estd ligado a N por uma ligacdo amida
que € clivavel por um enzima do sistema nervoso central enddgeno;

D e Hou (i-l\IHR5 onde Ry € H ou alquilo Ci4

NH

m é um nimero inteiro de 2 a 12, inclusivé; e
cada n €, independentemente, um nimero inteiro de 2 a 12, inclusivé;

uma composigdo terap@utica incluindo esse composto, € no processo
para identificar os antagonistas de canal do cilcio.
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"ANTAGONISTAS DE CANAL DE CALCIO E METODOLOGIA PARA A SUA
IDENTIFICAGHO"

Enguadramento Geral da Invenco

Esta invenglo foi feita no decurso de traba-
lhe parcialmente suportado pelo Governo dos EUA, o qual tem
certos direitos nesta invengdo. & invenci®o trata de antago-—
nistas do canal de cdlecio, da metodologia para a sua iden-
tificac3a, & das suas aplicacWes terapfuticas.

0= canais de calcio s3o moléculas proteicas,
contendo poros que se edtendem através das membranas das
celulas ou dos organslos celulares, os guals abrem & fecham
reversivelmente, regulando assim a passagem de iges Cass
para dentro 2 para fora da c@lula ow do organelo. 0 tips de
canais de cdlcio denominade "sensivel ao potencial eléctri-
co" abre e fecha em resposta a modificacles na diferenca de
potzncial de um lado para o outro da membrana celulare.

wistem pelo menos trfs sub-classes conhecidas de canais de
cdlcio sensiveis ao potencial eléctrice ("tipo-L", ‘“tipo-
MY, e "tipe-T") as quals diferem nas suas propriedades
farmacoldégicas, na localizacdo nos tecidos nedronals e n¥o
nauronais, e nas propriedades fisiolégicas [Nowycky, M.C. e
cutros (1983) Natwe 3146314403 Bean, B.F. & outros (1989
fAnn. Rev. Physiel. S51:3871.

0= canais do tipo-L s¥8o caracterizados por
(1) "alto limiar® de activagl®o, isto &, & necessdria uma
forte despolarizacic da membrana celular ontde est¥o locali-
zados para abrir tals canais; (2) grande "condutd@ncia por
canal', isto &, cada canal, guando aberto, pode permitir a
passagem de iYes Ca* a uma taxa relativamente slevadaj
{3} maior permeabilidade ao Ba® do que ao Ca? o, de

particular nota, (4) pela sensibilideade ac blogueio de alta

&
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potEncia pelos antagonistas dos canais de cdlcio, da classe
da dihidropiridina, tais como nimodipina e nifedipina
{caracteristicamente os valores IC,, para blogusio do ca-
nal-L por estas drogas situam—se abaixo de 1 pM). Na maio~
ria dos casos, o5 "potenciais de acgde” do cdlcio mediados
pelos canals tipe-L sob circunstéEncias fisiolidgicas normals
=30 de relativa longa duraglo, tipicamente n¥o menos do gue
100 msec.

0= canais do tipo-L do sistema cardiovascu~-
lar s3o os locals de acglo de védrias classes de antagonis-
tas do calcio terapButicamente importantes: as  j4 antes
mencionadas dihidropiridinas  (sendo particul armente impor-
tante a nifedipina), as fenilalguilaminas {(por exemplo,
verapamily, & as benzodizepinas (por exemplo, diltiazom}
[8chwarts, A. 8 outros (1788} Amer. J. Cardicl. &£2,361.
Estas drogas t&m sido largamente smpregues com SUCESSe no
tratamento da hipertensio, da angina de peito, das arrit-
mias wardiacas, & da insufici®ncia cardiaca congesstiva
Catzung, W.B. {iI987) Basic and Clinical Pharmacology, 32
Edig¥o, lLange Medical Books, Morwalk, CT, Caps. 10-131.

A nimodipina, antagonista do calcio dihideroe—
piridina, actua, como vasodilatador cerebral [Wong, M.C.H.
and Haleym E.Codr. (1BB?) Btroke 24:311, & como blogueador
da entrada de cdlcio dos newrdénicos [Scriabine, A. (1990
Adve in Newoswg. 18:173; MNuglish, J. & oubros (1990) J.
Cereb. Blood Flow and Metab., 10548541, Tém—se verificade
melhorias modestas no Exito do tratamento de acidentes
vasculares cerebrais (AYC) em ensaios clinicos com nimodi-
pina [GBelmers, H.J. e oubtros (1988) N. Eng. J. Med.
S181 2051,

Embora haja efeitos cardiovasculares secun—
arios significativos, a nimedipina pode desempenhar um
papel no tratamente criénice do &YC # noutras desordens
neuwraldgicas. 0 blogueamento dos canais tipo-L nos neuwrdni-

cos cerebrals parsce influsnciar, pelo menos em parts, os

A
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aefeitos terapfuticoes da nimodipina no AVDC & noutras formas
de isguémia, na spilapsia, & em, modelos aﬁiméis de demEn-—
wia LSCriabine, A. (1790} ibid; Deyvo, R.A. = oubtras {198%)
Soience 243.80%21. A& nimedipina & correntemente suieita a
ensalos clinicos para uso na terapia da doenga de Alzheli-
mET .

Oz canals de tipe-T s3o caracterizados por
terem um limiar de activacio relativamente baixe, & por se
inactivarem rapidamente guande activades por fortes despo-
larizagles. Eles sdo relativamente insensivels as dihidro-
piridinas. 0 seu baixo limiar de activaco torna—os muito
apropriados para participarem no estabelecimento do ritmo
cardiaco, e conssquentemente =les parescem desampenhar um
papel primordial na regulacio da frequBncia cardiaca.

Os canals do tipo—N =s¥o canais com um limiar
elevado, sendo mais apropriadamente descritos como insensi-
velis & dihidropiridina, mas blogueados pela interacclo com
a toxina cénica do caracol: conotoxina cmega. OSualitativa—
mente, comoe uma classe, o0s canais do tipo-N inactivam de
alguma Forma mais rapidamesnte do gue os cansis do tipo-l.
Forgue existe guante a sste assunto uma sobreposicio entre
as classes de canais tipo-N & L, as diferengas na cinégtica
da inactivag3o nd¥s constitusm uma caracteristica definido-
=

Recentemente, fol relatada uma outra classe
de ranais de cdlcio [Bah, D.W.Y. & oubtros (1989) Soc.
Newrosci. Abs. 15, B23; Regan & outros, Neuwron &, 2647,
Esta classes, agul denominada "canais do  tipo-R", pode ser
caracterizada como possuindeo canais de cdlcio com elevade
limiar de activag®o, relativamente resistentes ac blogueio
por dihidropiridina e conotoxina omega. Tals canals sncon-
tram—zg& numa larga variedade de neurédnics, e s3s particu-
larmente abundantes nas cédlulas de Purkinie do cersghelo. Os
canals do tipo-R podem desempenhar um papel na transmissHo

sindptica & noubtros processos  gque dependam da  entrada de
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cdleio mas gqus n¥o sejan sensivels a gstes blogueadores.

0D guadro 1, adoptado de FRegan, L.Jd., @
outres {1991, Newon &6:26%, mostra que a sensibilidade das
correntes de cdlcio de alte limiar, registada em varias
células nervosas, varia com & nitrendipina & também com o
péptide cénico do caracol antagonista do calcio WOTX-BVIA.
A proporg3o  da corrente de cdlcio "tipo-R" varia substan-
cialmente: as correntes  de calcio de alte limiar das célu-
las dos gInglios cervicais supsriores (BCE) mostram uma
resist@ncia minima & combinac8e duma dihidropiridina (nife—

dipina) = WOTX.

puadro 1. Inibic3o da Corrente do Canal de Ca* de Alto

Limiar

Percentagen da Corrente de Contrele

Bl ogusada

W ~CgTx Mitrendipina W-CgTe -+

(Z (10 kb Mitrendipina
DRE 54 4+ 20443 3o+ 2(24) &% + 2{3&)
GCH 85 + 2015 i8 + 2015 20+ 1{(1%
Medula espinal 2 4+ ILL7Y E0 o+ &1 &7 + 4017}
Cortex visual 41 + TS Z10+ TR &2+ S(15)
Hipocampo CAL 27 £ 20U S0+ 17 42 + Z(iE)
Cersbelo de ¥4+ 1018 B+ 10172 B + 2(14)
Furkinjie

Regan, 3abh & Bean 19%1

Em contraste, as células de Puwhkinje do cerebelo est¥o no

sutireno  oposto. (Esta corrente de cdlcio resistente da

&
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célula de FPurkinje também tem side designada por corrente
"tipo-F® [Llinas, R. e outros (1989 Proc. Nat. Acad. Sci.
EUA B&: 168213 em virtude da definic3o dos canals do tipo-F
parecer ambigua e s poder sobrepor com as dos canails, guer
do tipo-N, guer do tipo-R, o uso deste termoe serd svitade
daqui para a frente.) Torna-se claroc a partir do fuadro 1
gue as antagonistas dos canzsis de calcio tipoe~L sujeitos a
avaliag3qo clinica como neuroprotectores {por wemplos
nimedipina & nicardipina) t8m uma capacidade relativaments
limitada para bloguear a entrada de cdlcio através dos
canals de calcio, sensiveis & diferenga de potencial,
zituados nos newénios. Esta obzervacio poderia, em parte,
contribuir para a falta de clara sficdcia das dihidropiri-
dinas como & nimodipine nos ensalos clinicos sfectuados até
& data em acidente vascular cersbral (AVD) agudo ou trauma-—
tismo craniano [Trust Study Group (1990), Lancet 336112053
Teasdale, G. e oubtros (199131, & descoberta tambédm aponta
as potenciais vantagens de uwm composts caracterizado por
funcionar como um antagonista de "large espectro', tanto
dos canais tipo-R como tipo-L, 0 gue & uma caracteristica
do DOC1 agul descrita 8 reivindicada, o gual & um composto

no peptidico derivado de veneno de aranha.

RESUMO DA IMVENCHD

Num aspescto a invenc3o proporciona compostos

substancialmente pwos da férmulas

R1 Z
PN
(CHR4)m—Y

[

o
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onde cada R, & R,é, independentemente, H, CH;, CFy Fy Cl,
Br, I, OH, DCH;, OCK, éxido de benzilo ("OBz"), &H, BCH,,
M., Ny NO,, CN, CODH, CONM, CH CONH_, ou SO0NH_:

R; & H, CH, CODH, CONH,, ou CODR sendo R um alquilo G,
cada R, &, independentemente, H ou um alquilo 0_g

X & CH,, CHCH,, CH=CH, ou CHLH,CH,:

z z
l l I
Y & N-D ou T——||\l~l‘} zendo T MN(CH ), , Ni(‘:Hz}n ~M(CH,Y,
z Z Z z z z z
/
llwsz:,, —NlccHz;,,—m\l_:stn ou N(CHY —M{cw . —i\{éHz’\ N —hﬁ!—mn

cada 2 &, independentemente, H, CH; , ou @ sends 8 um acilo
hidréfobo, benroilo, Ffenacetilo, benziloxicarbonile, alco-
wicarbonilo, ou N-metil-dihidropiridina—3-carbonilo, estan-
do @ ligado a N {ao N gue lhe & imsdiatamente adjacente)
por uma ligacdo amido gue & fracciondvel por enzima enddge-
no do sistema neErvoso centralg
D é H ou C-NHR; sendo RGH ou alguileo C 3
MH

m & um inteire de 2 8 132, inclusive;y e
cada n &, independentemsnte, uwm inteiro de 2 a 12, inclu-
sivé; ou um sal dessa Térmula.

Um "composte substancialmente purn“ ou uma
‘preparacdo substancialmente pura de um composto", tal como
sssss  termos sdo  agul  usados, significa gque o compostoe
reivindicado & disponibilizado como uma composigio em gque
menos  do gue cince por cento do pese (e potencialmente t3o
pouco como  zero por cento) consiste noutras moléculas
orgdnicas com as quals o designado composte se encontra
naturalmente associado. As formas salinas do composto da
fFérmula (IY incluem, mas ndo s limitam a acetato, trifluo-—
raacegtato ou hidroclorete & sulfato.

0= termos acilo, benzeileo, fenacetilao,
benziloxicarbonilo, & alcoxicarbonilo hidréfobos, na forma

agui usada, referem-sg & porgles daguelas classificagtes

B8
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qus  repelem & agua. For sxemplo, as cadeias alguilo dos
dcidos s3o hidréfobas conferindo a eszes compostos a ten—
déncia para delidarem a fase aguosa 8 s& associarem a outras
estrutwas hidréfobas como & fase lipidica das membranas
celulares. FEsta hidrofebicidade permite ques tals compostos
penetrem a barreira hidrofébica hemato-encefalica, enguanto
gus  wm composto  menoes  hidréfobo n3oc a wltrapassaria. O
termo "barreira hemato-encefalica” refere-se & uma frontei-
ra entre a corrente sanguinea & o sistema nervoso central,
& periférico compreendende uma barreira & permeabilidade &
difusi3o passiva de substincias da corrente sanguinea para
as védrias regibes dos sistemas.

Freferivelmente cada R, e R &, independen-
temente, H, CH;, CFg F, C1, Bry, I, OH, NH,, NO, CONMH_.; ou
BO,NH; R; & H, CHy ou CONH, 3 R, & Hy CH, ToH, CgH, ou T H.;
Xé& CH , CH=CH, CH CH, , ou CHCOH_ OCH, 3 = 2 é H ou CH.

Noutras realizactes preferidas, R & OH, cada
Ry Ry Ryy 8 Z & Hy m & 3 ou I,

H H H
Y & NCH,Y =N@CH;3, —ﬁ:ﬂHz}n ~pM=D,
MH
D & H ou C-NH,, =
cada n &, independentemente, 3, 4, ou 5.

Alternativamente, m & 8, 10 ou 133 =

¥ & T-NH, ou T—NH-ﬁmNH,
H

Também preferido & o composto da farmula
(I}, sendo @ acilo ow benzoile ligado a M por uma ligacdo
amido; ou alternativamente, sendo @ fenscetilo, bensiloxi-
carbonile, ou alcoxicarbonilo ligado a N por wna ligaco
amidoy ouw alternativamente, sende R Ne-metil-dihidropiridi-
fa-3-carbonilo ligade a N por uma ligac¥o amido. Em cada
caso, O & uma porgio hidrofébica gue serve para mascarar a

amina carregada, permitinde gus o composto atravesse a

i
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barreira hemateo-encefidlica. Depois do composts atravessar a
barreirs hemato-encefélica, a ligag¥o amido pode ser frac-—
risnada por enzimas endégenos no  cérshro, libertando o
composto activo.

Além disso, & preferivel fornecer o composto
da foérmula I, onde cada R; e e Hy X & CH,z Y & T-MH: m &
Sy 4 ou I3, 8 cada n independentemente ¢ %, 4 oun 5. Os
compostos malizs preferidos s3o agueles em que R, & OH, R &
Hy ecada Z & H, ¢ particularments mals preferidos so
agueles em que m & Z on 3 =2 cada n &, independentemente, 3
o .

Oz compostos preferidos tEm a5 seguintes

farmul ass

H

H
E H H
I AN ALK
N W I Ny BE,
7o (1)
i
OH
H H H "
~ SN VAUN AU N NH
N oo MIANT
0
N
H
OH
E H @ f
e N N. N ‘NH
N\ WV WV B AN W2 (IV)
0
N
H

10
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F’D
e
0H
H H H H
e
N\, 1T IRV A L
0
N
H
OH
%M NAAA N AN NH,
N g = H
0
N
H
; NN NN AN A NE
| o N H H B
0
ZR
OBZ
. N VAN N N
S w 37 NEAN AN N,
0
. /
0

(V)

(VI)

(VII)

(VIII)

OBZ
//~N/\/\/\/'N,”\/\N)\¢< N NH, (IX)
()\/\g\” H H H H/\/\
0
N
H

— A TAAN FAN NAA NE,
H

>N\ I # q H
0
S N
H
E preferivel que o composto da
zeja uwm amtagonista do canal de cdlcio, isto
capaz de bloguear su  redurir a2 extens¥o ouw d

ambas, da entrada de cdlcio através dos canals

11

(X)

farmula I
&y que seja
wagde, ouw

de calcio
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sensivels ao potencial eléctrico. O composto & mals prefe-
Fivelmente um  antagonista dos canais de cdlecio do tipo-R,
do tipo-L ou do tipo-T das calulas neuronals dos mamiferos,
(pertencendo essas células tanto ao sistema nervoso central
como aos nervoes periféricos), ou das células cardiovascula-
res dos mamiferos. Os canais de cdlcio do tips-R, tipo-L ou
tipo-~T foram definidos anteriormante no "Enquadramento da
Inveng3e”. O termo "células cardiovasculares” refers-se a
todas as células que integram a funcdo do sistema cardio-
vascular, salientando-ze dada a sua importidncias

{a} as  células dos masculos lisos adjacentss as
paredes dos vasos sanguinegos. A& contraccleo destas células
reduz o didgmetro dos vasos sanguineos contribuinde, deste

modo, para o aumento da press3o arterial. Os antagonistas
dos canals de cdlcico actuando neos canais tipo~L dessas
células relasam as células 2 dilatam o0s vazos sanguineos
contribuindo, deste modo, para a reduc3o da pressio arbe-
rial.

(b} as células do mbzculo cardiaco responsdveis pels

accdo de bomba do coracio.

(e} as celulas da rede de conducMo cardiaca {(fibras

de Purkinje e do tracte interncdal) responsdveis pela
conducHo dos impulsos eléctricos que despoletam a contrac-—
cio do masculo cardiaco.

(¢} as células dos nddulos 56 @ AV, gque controlam,

respectivamente, a frequincia da batida cardiaca e o inter—
vale entre a contraccio das awriculas g dos ventriculos.
Também 2 preferivel gue o composto da farmu-
la I seja um antagonista do canal de cdlcio capar de blo-—
guear reversivelmente os canals de cadlcio. Isto significa,
qua o antagonista funciona através de ligacHo n¥o permanen-—
te ({isto ¢, n3o covalente) &s moléculas proteicas gue
constituem o8 referidos canais. Reversibilidade & indicada
pelo desaparecimento do efeito de blogueio guando o sucesso

da antagonista & removido das células através, por sxkemplo,

12
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de lavagem das células ou do metabolismo gradual do com—
posto.

Além do nmais & ainda preferivel gue o com—
posto da férmula I sela um antagonista do canal de calcio
gqus blogueia os canais de cAdlcio num grau  mals =2levado
dagquels am gque blogueia os canals activados por newotrans-
missores,; 0% canals de sé&dio sensiveis & diferenga de
potencial & os canais 2 potassie; isto &, o seu I, parsa
o canals de calcic & mals bailwo {(preferivelmente substan-—
cialments mals baixe) do gues para os tais canais activados
por newotransmissores, canals de sdédio @ canals de potds-
sio.

Um outre aspecto da invenc3o envolve uma
composicio farmactultica para o tratamento de um  estado
caracterizado por um afluxo excessivo ou insuficisnte de
cadleio para dentro das células. A composigldo inclul uma
gquantidade terap@uticacamente sficar de um antagonista do
canal de calcio da Férmula I, num veiculo aceltdvel em
termos farmacuticos. O termo ‘“guantidade terap@uticamente
gficaz" & definido abaixo.

Freferivelmente, a composigdo farmac®utica &
para o tratamento dum estade gque envolva um afluxo sxcessi-
v  ou  insuficiente de calcio para dentro das células,
incluindo tal, sstados como acidente vascular cerebra
(AVE) , traumatismo cranso—encefdlico, doenca de Alzheimer.
deméncisa por multienfartes, outros tipos de dem@ncia,
doenga de Korsakoeff, uma neurcpatia causada por uma infec-
3o viral do cerébro ou da medula espinal (por exemple, ©
virus HIV causador de SIDAY, esclerose amiobréfica lateral,
convulsles, crises epilépticas,r dosnca ge  Huntington,
amnésia, ou danos no sistema nervoso causados por reduc3o
do fornecimento de oxigénio, venenos ou oubtras substincias
téxicas. g particularmente preferivel ques o composto seia
capaz de atravessar a barreira hemato—encefdlica dum mami-—

faro.




Mod. 71 - 20.000 ex. - 20/08

10

16

20

25

30

35

A composicdo farmacfutica da inveng3o pode
também ser usada no tratamento dum estado caracterizado por
um fluxo de calcio excessivo ou insuficiente para dentro
das células cardiovasculares, incluindo tal, estados como
arritmia cardiaca, angina de pesito, dane do sistema car-
diovascular por hipéxia, dano deo sistems cardiovascular por
imguémia, enfarte do miocdrdio, ou insuficigncia cardiaca
congestiva.

Esta também inserida na invengdo ums prepa-
racgio substancialmente pura (tal come o termo foi definido
antes! de um composto, o gual estd presents numa aranha
pertencente a uwuma das seguintes familias: Plisawidae,
Theraphosidas , Ctenizidas, Atypidas. Argyronetidas, Ouvpo-
didae, Lycosidae, BGnaphosidae, Clubionidae, Ctenidas,
Hetsropodidas, Thomisidazm, ou SBalticidae (preferivelmsnte
Fisauridae), e gque funciona como um antagonista do canal de
caloio. Preforivelmente, o composto nde & um polipéptido,
sendo antes uma molécula come & peliamina, isto @, um
composto contendo dois ou mals grupos amina, presente numa
airanha do génsro Dolomedes (por exemplo, da espécie okefe-—
nokiensis) ou do génera FPhoneutria, os qualis incluesm ara-
nhas com venenos particul armente potentes.

Tamb®m inserido na invengdo estd um processo
para obter uma preparacio com actividade de antagonista do
canal de calcio. Este processo inclul como etapas a sz2lec-
c3dg duma aranha gque naturalmente n3o empregus teias para
captwrar as suas presas  {(por exemplo, uma aranha duma das
familias referidas acimal), a recolha do veneno da aranha
{por exemplo, através de mdtodos padronizados familiares
agqueles que pertencem & arts), o fraccionamento do  veneno,
g a identificac3o duma fracgdo do veneno, guz mostre ter
actividade como blogueadora dos canais de cdélecio. D frac-
cionamento do veneno pode ser realizado por gualguer um dos
métodos bioquimicos padr3o, incluindo HFLC, filtrac¥e por

gel, cromatografia de afinidade, & cromatografia de permuta
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idnica. A identificagdo das fraccles biologicamentz activas
pode ser convenientemente efectuada através de um ensaio
tal como os gue s¥3o0 seguidamente descritos.

Uin desses ensaios, denominado "ensaio de
microrrastreio”, & 4til para identificar uma substi3ncia em
geral (por exemple, um constituinte de veneno de aranhal
que afecte o transporte através da membrana de uma molécula
ou dum i¥o como o C& ou Na'. Esse ensaio inclui os seguin-
tes passos (n¥o excedendo o volume final da reacclo mais do
gque 30 microlitros, preferencialmente n¥o mais do gue 25
microlitroz & mais preferencialmente 10 microlitros su  me—
nos): providenciar uma preparacdo de cdlulas, organelos ou
vesiculas membranosas (preferivelmente pertencentes a um
mamifarol; adic¥o A preparac¥oe dum  dado montantz de uma
dada molécula  ou dum ido, o3 guals s¥%o marcados para se
tornarem identificdveis: & comparac®o (&) do nivel de
moleculas ou i¥es marcados tomados pelas células, organelos
ou vesiculas membranosas na presenga da substidncia gus esté
a s=ser testada, com (B) o nivel tomado pelas células, orga-
nelos ou vesiculas membrancsas ne ausdincia dessa  substEn-
cia. Entre os crganelos dtels para o enzaic podem in-
cluir-se o reticulo endoplasmdtico,; reticulo sarcoplasma—
tico, e estrutwras newrosecretosas tais como sinaptosomas.
0 terme "vesiculas membranosas® designa estruturas vedadas
g semi-permedvels ligadas por membranas celulares, gque s3o
artificialm=nte criadas atraves do processamsnte de células
ou de material derivado de células, utilizando métodos bem
conhecidos na arte. As vesiculas menbranosas s¥o tipicamesn-—
te prnduzidaé por procedimentos gue podem inclulr sonica-
gio, homogenizagdo, chogue osmdtico, tratamento detergente
suave, ol varias combinactes dos mesmos.

Buando certas células frageis s2o utilizadas
nos procedimentos acima descrites, & preferivel gue slas se
encontirem ligadas a um suporte sélido, por exemplo, a

leiteos microtransportadores tais como os Bigma Blass Micro—
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carrigr Besads ou os Cultusher-BTH Microporous Gelatin
Microcarriers, ou & um suporte microporosoe, por exemplo, um
fiiltro microporoso como os filtros Milliporse HA ou os
filtros de fibra de vidro Whatman.

A invengdo emgloba tambeém um antagonista do
canal de calcio identificade por meio do processo da inven—
cio descrite anteriormente, o qual inclui, esmbora ndp
limitado a, um antagonista identificadso a partir de veneno
de aranha. ]

Os antagonistas do canal de cdalcio da inven—
cio s¥o ‘uteiz ne tratamento de estados neuwroldgicos @
cardiovascularss caracterizades por um afluxo esxcessivo de
ites cédlcio. Alguns destes antagonistas do canal de cdlcio
sdo eticares no blogueic dos canals de cdalcio, gquer do
tipo-R, guer do topo-~L, = por conseguinte tém um espsctro
de aco¥o mais lato do que os fdrmacos conhecidos gue actuam
principalments sobre um anico tipo de canal. Aldm disso, os
antagonistas do canal de cdleio da inveng¥o gue mostram
gspeciticidade malor pelos canais do tipo—-R do que pelos do
tipo~L podem ser eficazes no tratamento de desordens
nawrol dgicas, produsinde menores efeitos secundérios car-
diovasculares do gue alguns antagonistas vulgarmente dispo-
nivelis que actuam basicamsnte nos canais do tipo-L. O uso
do veneno de aranhas, gue naturalmente n3do empreguem teias
para capturar as suas presas, bassou-se na teoria gue o ssu
veneno tem de  actuar mals rapidamente devendo por isso ser
uma fonte particularmente desejavel de FTarmacos potentes. O
sucesse do isoclamento, & partir de um tal veneno, de anta-
gonistas do canal de calcio especificos e potentes demons—
tram a vantagem desta abordagem.

Com @& descricio detalhada gue se segue, ©
através das reivindicagies, tornar—-se—-3o perceptiveils

outras vantagens = caracteristicas distintivas da inveng¥o.

14




Mod. 71 - 20.000 ex. - 90/08

10

16

20

25

30

35

Descrigio Detalhada
Em primeiro lugar descrever-se-3o as figu-

FaS.

Figquras

Az Figs. 1-8 gic perfis elucidatives do
veneno de Dolomedes okefenokiensis fraccionado por cromato-
grafia liguida de alto rendimento (HFLC) de fase invertida,
ilustrande & absorvEncia a 214 nm em relac¥o ao tempo. A
fig. 9 também ilustra a absorviEncia a 294 nm em relagio ao
tempao.

A Fig. & & um grafico gue mostra gue o DOCI
@ o DOCE, dois vompostos pwificados a partir de vensno de
aranha, blogueiam & captagieo de célcio, sstimulada com
potdssio, pelas células pituitdrias de clone GH,G.

Az figs. 7-F sido esquemas  sintéticos para
sintetizar DOCL, DOCE e seus semelhantzss.

& Fig. 10 & grafice gque mostra gue o DOCL &
capaz: de bloguear reversivelmente a corrente eléctrica
através dos canalis de cdleio de células pituitédrias de
clone BH, G,

Az figs. 11A e 1iE =¥o graficos que mostram
gus o DOCI blogueia a corrente de alto limiar que atravessa
05 canals de cdlcio de células NMIE-115 de neurcblastoma, na
presengs de nimodipina.

A Fig. 1iC & um grafico gque mostra que o
r0C1 tem pouco efeito sobre a corrente do tipo-T das cédlu—
las NIE-115% evocada por fracas despolarizagtes dos poten—
cials de repouso negativos.

A Fig. 12 & um grafice que mostra que o DOCH
pode bloguear até 45% da corrente de alto limiar remanss—
cente durante o tratamento com nimodipina das células
MNiE-115.

A Ffig.e 13 & um grafico gue mostra gque o

hlogueio das correntes de calcio depende da concentracfo de
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DOCL sintético.

A fig. 14 & um grafico qué mostra a corrente
de béario nas o#lulas de neuwroblastoma de murino NIE-115
tratadas com nomidipina. 0 painel esguerdo: os efeitos de
&0 pM de DOCY sobre correntes bario (tipo-R) de alto limiar
resistentes as DHP. D paingl direlito: os efeitos de 60 pM
de DOCL1 sobre correntess (tipo—-t)! de béric de baixec limiar.

A fige 15 & um perfil da actividade anta-
gonista do canal de cdlcio do tipo-L em fracogles do veneno
da aranha Dolomedes okofenckiensis separadas por HFLC.

& fig. 1& 2 um perfil da actividade antago-
nista do cenal de cdlcio sindptico em fraccles do veneno da
aranha Ctenus captious separadas por HFLC.

A fig. 17 & um perfil da actividade antago-
nista do canal de calcio em fraccl¥es do  veneno da aranha

Sogippus californicus separadas por HPLC.

Purifficaclo de DOC1 e DOCS a partir de Yeneno de Aranha

s  aranhas Dolomedes ckefenckiensis foram
recolhidas no Morte da Florida o o seu ven=no fol extraido
pela The Spider Farm {(Arizona) através de estimulacio
eléctrica, a gual produsiuv uma preparagio de veneno em
bruto que foi fornecida ass inventores numa solug3He conge-
lada. 0 wveneno fol derretido em gelo, dividido em porgles
apropriadas, = mantido a -B0OAC até ser wvubtilizado.

Tanto o DDC1 como o DDCE foram purificados
através de cromatografia liguida de alteo rendimento (HPLOC),
utilizando o sistema de HPLD Esckman Syetem Gold. Como &
descrito abaixo, foram ssguidos dois protocolos. O primelrs
griginoy a descoberta dos compostos denominados DOCL e
DOCE, 2 o segundo fol subseguentemente usado como rotina de
procedimento para a preparagdo dos compostos am grande

gscal a.
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(1} Purificagio Inicial para Selecgo
(2} Identificac3o da fracgdo de DOC:

0 vensno em brute congeladoe (40 pl) foi
derretide em gelo 2 misturade com 210 pl  de gelo-frio de
Acido trifluoracético (TFA) a 0,1% em H 0. A solugloe foil
centrifugada & temperatura ambiente durante 5 min. a 13 Q00
rpm com uma centrifugadora Eppendorf, e 240 pl do  sobrena-
dante Foi aplicado a uma coluna de HPLC CI8 de fase-inver-
tida (100 x 250¢ mm, 5 pm de medida de leite, 100 5 de
medida de poro, coluns NGA pré-guarnecida pelo Brupo NEET).
& HPFLG f0i executada utilizaendo um gradiente de acetoniteri-
lade 0 a 308 em TFA a 0,1% durante 103 min. s uma veloci~-
dade de fluxo de 4,0 mlfmin. A 2luig¥o foi monitorada por
absorvEncia a 214 nm & 234 nim, & as fraccles foram recolhi-
das manualmante de acordo com o perfil da eluici3o. Becaram-—
-z@ as amostras, representando 5% de cada fracg3o  (corres-
pondentes a 2 pl  de ven2no am brute por amostral), com um
Spead Vac {(Savant), suspenderam—se num tampi3o, &  testou-se
& sua capacidade para hluquear o afluxe de *TTa? para
dentro das célulaes de rato GH4ACLI {ver "0 Ensaio de Micror-—
rastreio para Blogueadorss do Canal de Calcio do Tipo-L*®
adiante}. A tercelra malor Jfracgio, sluida numa concentra-—
c¥o de acetonitrila de cerca de 74 (ver Fig.l) inibigc o
atluxo numa percentagem supesrior a BOY; ela foi designada a
fracgio "DOC".

(b} Fraccionamento subsequentes da fracc3o DOC:

Misturaram—se B0 pl  de veneno em bruto com
160 pl de TFA a 0,1%, & a seguir fraccionaram—-se através de
HFLC como fol descrito anteriormente. & fracg3o gue eluidiu
na posici3o DOC (ver Fig. 2) fol dividida em porg¥es iguais,
s@ca com um Speed Vac (Bavant), © & segulir dissolvida am
TFa a 0,1i% (equivalente a &4 pl  de veneno em bruto sm 200
pl de TFA a 0,14} para posteriorss procedimentos de purifi-
cago. Uma porgio de 30 ul foi aplicada & wna coluna Cl8 de

HFLE de faze invertida (100 x 250 mm, § pm de medida de

1(1.
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leita, 160 3 de madida de poro) eguilibrada com metanol a
9% em TFA a 0,1%. A eluicgiHo fol realizada a uma velecidade
de fluxe 2 mlsmin, sob condigles isoccriticas em metanol a
QU-TFa a O,1%, & monitorizada por absorvEncia 214 nm e 254
nm. As fracges de pico foram colhlidas manualmente & secas
com um Spesd Vac. 0 procedimente de purificac3e foi repeti-
do para o processamento de todas as fracgles DRDOC {(ver fig.
) .

Descobrivu-se gue o primeiro malor pico,
pOCl, & ¢ segundo malor pico, DOCE, s&%o cromatograficamente
hastante puros, e gue s3po activos no ensaio de afluxo de
*Ta*. Estas preparacgWes Fforam utilizadas como padries de
comparacio com preparages de DOCL =2 DOCE subssgquentes.

(Cc} Preparacdo subseguente de DOCL e DOCE para anali-
se estrutuwral preliminar:

o DOCL & o DOCE foram preparadas conforme a
descrigido anterior, com a excepgdo de terem sido usadas
duas colunas CI8 semi-prepratérias ligadas sm gérie (100 ¥
280 mmy 10 pm de medida de leito, 100 5 de medida de poro,
coluna MNGA pré-guarnscida pelo Grupo MEST! no segundo passo
do fraccionamento, & uma velocidade de Flwio de 2 ml/min
com acetonitrila a 12% am TFA a 0,1%. Fol obtida uma =lui-
o padrio que &, essencialments, igual & obtida com o
sistema de solvente metanol em TFA a 0,1% usado anterior-—
mente. As fracoWes correspondentes a DOCL, o primegiro mailor
pico, & DOCE, o segundoe malor pico, Joram Secas Ccom um
Bpsed Vac e submetidos a uma caracterizaglc sstrutural
preliminar apés a purera ter sido confirmada por HPLC.
Todos oz outros metodos foram idEnticos szos  descritos
anteriormentes.

As  identidades destes supostos compoestos
DOCL e DOCE  foram confirmadas por co-injecglo com os pa—
drfes de DOCL e DOCE, respectivamente, usando uma coluna
Ci8 de HFLD analitica. Em alguns casos, a actividade das

fracoles pwrificadas feol reconfirmada.
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(2} Protocolo da Rotina de Puificagisio em Grands
Escala
Fol derretido em gelo veneno em bruteoc conge-
lado (300-400 nl) e misturado com 100 pl de TFA a 0,1%. A
solucio feoi centrifugada num ambiente frio durante 5 min. a2
13 000 rpm com  um Beckam Microfuge. 0 sobrenadants foi
aplicade a uma coluna de HPLC C18 de fase invertida (200 ¥
250 mm, 10 um de medida de leits, 100 5 de meadida de poro,
coluna NBA pré—guarnecida pelo Brupo NESTY), = a HFLD foi
srecubtada utilizando um gradiesnte de acstonitrila de ¢ a
Zo% em TFA a 0,1%, & uma veloclidade de fluxo de 1& mlfmin.
durante 105 min. A eluico foi monitorizada por absorviEncia
a 214 nm, e as fraccles foram recolhidas manualmente de
acordo com o parfil da @1uig§ﬁu Como ¢ mostrado na fig 4, o
terceliro malor pico qué foi eluido com acetonitrila a uma
cencentrago de cerca de 10% foi designado fracgdo DOC e
foi ssco dwrante a noite com Speed Vac. A fraccio ssca fol
dissolvida em 200 ul de TFA a 0,1% @ aplicada a uma coluna
de HPLC ODE-AR (200 x 230 mm, 10 pm de medida deg leito, 100
& de medida de poro, coluna YMC prée—guarnecida pela YMC,
Inc.? squilibrada com acetonitrila a 10% em TFA a O,1%. A
eluicdo fol exgcutads com o mesmo tampdo a uma velocidade
de fluxo de B8 ml/min, & monitorizada por absorvEncia a 214
nm (fig. 3 e 234 nm. O primeiro maicr pico, gue slul =2
cerca de 46-50 min da eluiglo isocratica, foi recolhido em
variaz fracgWes como DOCE . O segundo maior pico, gue slul
a cerca de 50-38 min, foil recolhido 2m varias fraccles como
BOC1. (& ordem da eluigic de DOCI = DOCE & invertida guande
a coluna DDB-AW & substituida pela coluna ODS-ARY. Foi
wvaminada a pursza de cada Fracgio por HPLE analitica
utilizandoe uma coluna CIB (4,6 % 230 mm, 5 pm de mnedida de
leito, 100 5 de medida de porod. Fol usada uma slulglo
isocratica com acatonitrila a 9% em TFA a 0,14, seguida por
um gradiente de acetonitrila de 10 & 200 emn 5 min. & uma

valocidade de fluxo de 1 &l/min. As {fracglies puras {ds=

L)
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puwreza malor do gue 25X} foram combinadas como DOCL ocuw como
DOCE, enquanto gue as fracgles com peqguenas guantidades de
contaminacdo {(geralmente menos do ques 20%) foram combinadas
@ posteriormente repurificadas com o mesmo método.

A identidade do DOCE assim  preparado foi
conftirmada pela co-injecc¥o duma porc¥o da amostra deste
suposto DOCS e do DOCE padri3o numa coluna de HPFLC analitica
CiB (4,6 x 250 mm, 5 pm de medida de leito, 100 g de medida
de poro}. Fol usada eluicio isocratica com acetonitrila a
2% em TFA a 0,1%, seguida por um aumsnto da concentrago de
acetonitrila para 20% em 5 min a2 uma velocidade de fluxo de
1 mlsmin. Foram também wusados para confirmar a identidade
de preparag¥o o espectro de absorg¥o (190-390 nm) obtido
com um detector de sistema de diodo & o espectro NMR obtide
com wn egul pamento de 300 MHz. Tipicamente, cbtiveram—se a
partir de 400 pl de veneno em bruto cerca de 0,9 mg-1 mg,
tanto de DOCI come de DOC3.

Ensaio de Microrrastreio para Blogueadores do  Canal de
Calcio do Tipo-iL

A fracglo DOC e as Fracgles DOCL = DOCS,
purifticadas posteriormente a partir da primeira, mostraram
possuir actividade bloqueadora do calcio através do seguin-
te mdtodo de rastreio.

(1) SOLUGDES

Todos os tamples Fforam construidos em  &gua
desionizada e destilada (H,0dd). Todos os vidros foram
lavadeos utilizande um procedimente igual ac anterior.

(a) SolugHo de Sal Equilibrada de Hanks (Hanks)

Comprada ao Flow Laboratories (Cat. No. 18-
104-42). Estava isenta de cdlcio e magnésio e incluia um
indicador vermelho de f=nol.

(b} O,02% de EDTA Hanks
Freparado adicionando 20 mg de disséddio EDTA

e

L at
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a 100 ml de Hanks.
{c} CMT-Hanks

Freparado & partir de Hanks & contendo 16,6
mi de CaCl,. 16,2 mM de MgCL & &,4 mM de tris base. 0 tris
base & necessdrio para newtralizar a mudanga de pH devida &
presenga de calcio.

{d) Sais Basicos Tamponadoes de Hepess (HBBRS)

Contém 10 mM de glicose, & mM de cloreto de
potdssio, 130 mM de cloreto de sédio, 0,5 mM de cloreto de
calcio, 1 mM de cloreto de magnésio, & 10 mM de hepes; & o
pH foi ajustade a 7,2 com trisbase a 404,

- {2) HBEB de Potassio Alto (KHEES)

g o mesmo gque o HEBRS sxcepto gue 135 M de

cloreto de potdssio s3o substituwidos pelas concentracges de

s5dio & potdssio sxpressas acing.
{(2) STOCKS DE IsSOTOPOS DE CALCIO

Para preparar stock de K alto & stock de Kf
baixo fol usada uma soluglo de stock de *Ca de New England
Nuclzar, 24 Ci‘fg Ca, 50 mli/ml, da s=zguinte forma.

{a} 0O stock de EY alto fol preparade adicionando 10
Kl de stock de *Ta da NEN a 1 ml de HEBS.

(b} O stock de K* baixo fol preparade adicionando 10
pl de stock de *Ta da NMEN a 1 ml de HEBS.

Como pode ocorrer um erro  substancial na
pipetag¥o destes peguenos volumes, foram contados 2 x 2 Kl
de cada em 10 ml de fluideo de cintilac¥o ligquido tendo sido
as contagens ent3o corrigidas atraves da adic3o de mals
volume no caso da existéncia de um erro superior a 5% nas

contagens totais.
{3) PREPARACHD DE CELULAS

Az cédlulas pituitarias de rato BH, G, uma

-y
o

2]
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linha celular largamente disponivel obtida através do Dr.
Armen Tashiian, da Harvad Medical School, foram usadas para
medir o efeito das preparagles DOC sobre o afluxoe de calcio
para dentro das células. £ bem conhecido gue esta linha
celular tem canals de cdlcio tipo-L (sensiveis & dihidropi~
ridinay [Tan, K. & outros (1984} J. Biol, Chem. 25%-4181.

Az existEncias de células mantiveram-se
congeladas em nitrogénio liguido até & swa utilizagio. Uma
ampola foi descongelada e depois semeada num frasceo de
cultura T-79 e aumentada atéd & conflufncia. De seguida, as
células foram tratadas com uma solugdo de tripsina a 1% am
Hanks & recolocadas nos frascos de cultura T-25 eom dilui-
clies diferentes. MAs existénclias foram entde mantidas em
crascimento o separadas conforms as necessidades em ver de
recongeladas. 0 meio usado fol o F-10 de Ham fornecido pela
Madia-Tech contendo soroe fetal de vitelo a 108 inactivado
pela calor, aguirido na Hyclong., Em geral, & selhor respos-
ta fol obtida de cédlulas com 35 dias de pés—conflugncia.

# suspensds celular de wn dos frascos T-28
foi preparada para experigncias como se segue. O frasco fol
lavado suavemsnte 2% com Hanks. Foram adicionades a um
frasco 10wl Hanks-EDTA quente a 0,02% & deicados estar
durante aproximadamente 20 segundeos. O prato foi  abanado,
invertide & sacudido sobre uma supsrficis dura para desalo-
Jar as cé&élulas. Foram imsdiatamente adicionados e abanados
0,6 ml de CHT-Hanks. Az células foram ent3o  transferidas
para um  tubo centrifugo de 15 ml & centrifugadas durante
2030 segundos a S0 g (700 RFM).

Com uma pipeta, o sobrenadante fol culdado-
samente aspirado 2 ressuspendido por tritwagi3o da bola em
O,4 ml de HBES. As células foram ent¥o transferidas para um
frasco de vidro de fundo plane de 4 ml com uma pulga magné-

tica & agitada & velocidade mals baiuxa.
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{4) PROCEDIMENTO DO ENBAID

Uma preparac3o de vensno seco, por sxempln,
DOC1 ouw DDC3, foi suspendida em 7 @l HEBE 2 1 w1l foi ento
adicionade a 3,2 pl de suspensio de células num tubo  de
microcentrifugacio de 1 ml e pré—incubada durante 5 min. De
seguida, foram adicionados ao tubo 4,2 pl de stock de *Ca
de K* baixo ou E'alto [leg. a 2 uCi/4,2 pl de célulasl e
continuou incubagXe durante 1 min. Foram adicionados 7790 pl
de HEES para extinguir a captacio de cdlcio nas células. A
mistura fol ent¥o pipetada para cima & para baixo 2x antes
de ter sido sujeita a filtragHo num fFiltro Amicon maltiplo
com um Filtro de Fibra de vidro Whatman. 0O Filtro foi
lavado 9% com O ml de HEES tampido de cada ves. E importante
gue o tampdo seja seringado no lado da chaminég,; seguindo
logo para baixo, & nf¥o directamente para o Filtro, pois
isso pode ajudar a lavar as celulas, retirando—as do filtro
@ direccionando-as para cima da chamind. Também & importan-
te ndo causar um efelto de remoinho com a lavagem para o
Filtra ficar unifornemente limpo.

Foi usada uma chaming separada para cada
depdsite & cada chaminéd foi lavada apds a utilizag&o.rﬂ
Filtro também foi lavado uma vezr, um pouce antes das célu-
las serem transferidas para cima dele, de forma a gue
estivesse hdmido & o seu contacto n¥3o causasse a ruptura
das células.

Cerca de 1 min. apdés a lavagem, a chaminé
fol remavida para libertar o filtro da sucoo 2 minimizar o
fracasse das contagens devide & ruptura de células. Um
conjunto de guatro brancos (isto &, medigles utilizando as
mesnas soluges mas  sem células? fol  exscutado no fim  do
gnsaio para se determinarem as contagens basals.

0 Filtro foi ent3c agitado e dissclvido em
10 ml de fluido de cintilag®eo liguide {(hidrofldor) = conta—

do durante 5 min. uwtilizando um contador de cintilac3o

25




Mod, 71 - 20.000 ex. - 90/08

10

16

20

25

30

35

QL

J'/,f) 92

bata. A& captacio de cdlecio induzida por E+, isto &, despo-
larizagio, fol determinada & partir das amostras de E+ alto
depois de subtraida a média das contagens de brancos = as
correspondentes contagens de K+ baixo. Mote-se gue, as
células foram despolarizadas por uma slevada concentragio
de K+ de forma a abrir os canals de cdédlcio activados pels
diferesnga de potencial.

A percentagem da captac¥o de calcio bloguea-
da por uma dada preparagdo de vensno, foi calculada com

haze nos niveis da entrada de Ca?

induzida por E+ na pre-
sEnfa & na auséEncia da preparacio.

A concentracio celular tambeém fol determina-
da usando um hemocitémetro para gus pudesse sz calculada a

gquantidade capatada/mg de proteina.
(3) REBULTADOS

## Fig. & mostra as actividades de blogueio
do DROCL e DOGCSE, respsctivamente, neste ensalo. O DOCL &
varias veres mais potente gque o DOCE. Come serd mostrade de
seguida, & actividade de blogueloc do DOC1  fol confirmada
por sxperincias electrofisioldgicas. Nete—se gue 1| unidade
de DOCI ou DDCE & definida a absorvEncia de 1 0.D. a 214 nm

em 1 ml de solucdo aguosa.

Explicac3eo Estrutural do DOCL & DOCS

Tanto o espectro UV do DROCL, como do DOCE,
mostiram um padr¥o caracteristico de um 4—-hidroxiindol. Além
disso, tanto o DOCL como o DOCE t8m guatro sinais protlo no
seu espectro ! H-NMR gntre &,4 & 7,1 ppm, o gue & consisten-—
te com um 4-hidroxiindol com substituico na posigio 3. A
anica (ZH) em 3,65 ppm  indica gue existe uma unidade de
depido acédtico na posicl3o 3 ( em ver dum lactato). Por isso,
tante o DOCI como o DOLTE cont@m unidades de dcido 4-hidro-

L %
2&
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#iindol-3—acédtico.

A ezpectroscopla de correlacio filtrada de
guanta duplo (DE~COBY) bidimensional do DOCE mostra =
presenca duma wnidade metilenc cince (NCH, CHLCH, CH,CH_, N
g de unidades metileno trEs (NCH, CH CH, M.

A diferenca entre o 'H-NMR do DOCL e de DICS
parecs ssr oa pressnga de trés sinals metileno adicionais no
pRC1. Dois destes sinals s¥%o a2 2,8~3,1 ppm, o gque significa
quz eles =30 adjacentes ao azoto. U outro =inal mestilenc &
cerca de 1,Bppm o que & apropriade para o metilsno central
numa unidade de metileno trfs.

A espectrometria de massa de bombardesamento

témico rapido (FABY do DOCL revela um peso molecular de

1]

&
144, Por ssta razfo. o DOCI contém um Acido 4~hidroxiindel-

iy

S—acético, uma unidade S-metileno 2 trEs unidades Z-metils—

o

O.

A estrutura atribuida as DOCL fol mostrada
anteriormente na Férmula I1I. Crf-se que o DOCE tenha uma
gstrutura similar ao DOCL, enmbora pareca ter uma cadeia

poliamina mals cwia.

Metodos Sintéticos para Produclo de DOC1, DOCE &  Compostos
Andl eqgos

A sintese do DOCL, DOCE & compostos andlogos
pode sor mals facilmente sxcutada em tr¥s passos, nomesada-
mente, sintese de uma unidade peliamina contende os substi-
tuintes desejados, sintese de uma unidade de acido 3-indol-
-acetice adeguadamesnte substituida, e condensacido das
unidadss poliamina & indol. Esta estratégia tem sido utili-
zada para a sintese de compostos contendo poliamina de
varios tipos. [Bruce, M. e outros (1990) Toxicon 28:13331.
{1} Bintese da Poliamina:

NMazs dltimos foi desenvolvida uma sxtensa

metodologia para sintetizar poliaminas. [Saccomanc, N:.A. &

-
Py
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outros (1989} Ann. Rep. M=d. Chem. 24:287; Ganem, B. (19332
fice. Chem. Res, 1532903 and Carboni, B. (1988) Tetrahedron
Lett. 29:1127%91. J& que, muitos tipos de diamincalcanos {(por
exemplo, de cadeia C2-C12) est¥o comercialmente digpondi-
vels, por sxemplo, ver Aldrich Chemical Catalog 199071991,
2 s3o bem conhecidos na literatura os métodos para juntar
difarentes unidades diamina, & possivel sintetizar poliami-
nas contendo virtualmente gualguer combinacd3o de unidades
alcano. Mum exemplo tipico de sintese de 3,3,4-poliamina, a
sintese comega a partir de 1,4-diamincbutano como esta
representado no Esquema I da Fig. 7 [Makanishi, H. = outros
(1990  PFPure & Appl. Chem. &2:12237, e usa as seguintes
reaccles orgdnicas padr8os
{a) Adig¥o Michael de amina e acrilonitrila. Esta reaccio
foi originalmente desenvolwvida por Bhih, T. L. & cutros
(1987) Tetrahedron Lett. 28:6015, e mais tarde usada por
Jasys, ¥. J. e outros (1790 J. Am. Chem. Soc. 11256696
para sintese de vérias unidades de poliamina.
(b Reaccio de proteccXo-boc, um passo de sxcelente produ-
gHo. A reacg¥o boc & geralmente usada para proteger o
arxoto, particularments na quimica de pédptidos sintdticos.
(C) A redug3o da nitrila & uma amina foi efectuada usando
um dos  seguintes reagentes, dependendo do tipo de grupos
protectores wtilizadeos na sintese da polliamina:
(i} LiAiH, , [Nakanishi, K. e outros (1290} PFure % &ppl.
Chem. &2:1223]; (ii1) catalisador de Pearlman Pd(OH},, HODAC,
Ldasys, V. J. 2 outros (1990} J. Am. Chem. Soc. 112:&66%51;
(iii} Ni de Raney, [Bhih, T.L. 2 outras (1987) Tetrahedron
Lett. 281460131, As produgties das reacoles acima sHo bastan-
te boas, permitindo 2 sintese de grandes gquantidades de
poliaminas em condigWes convenisntes.

Utilizando a estratégia de sintese anterior
fEﬁquema I, Fig. 7}, tambédm & possivel sintetizar unidades

substituidas de poliaminas
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H R H |

H

R = CHy , CHey OGH,, G, H, etc.

Ezta sintese usa um diaminoalcano substitui-
do (R = alquilo) come material de partida. 6 reaccolo de
diamina com acrilonitrila seguida das reacoWes orgénicas
padrido descritas no Esquema I (Fig 7Y deve produzir a
poliamina raquarida.- Fara sintese da cadela linear da
unidade ¢ M-diamincalcano, estio disponivels comercialmen-—
te diaminas contendo unidades de carbeno até C,. Ver, por
evemplo, o Aldrich Chemical Catolog 1990751991,

O grupo terminal aminoe da unidade de polia—
mina pode ser reposto com uma guanidina ou com  uma porcXo
e guanidina ubstituida em N. Uma vezr gue a dessjada
pnidade de peliaminag tenha sido preparada através da obili-
Fago do método no Esquema I (Fig. 73, o grupo amino
livire na unidads pede reagiv com uma cianamida substituida
en N para dar a desejada guanidina. A reacgle da amina com
r clanamida substituida para produg®o de guanidina & um
mEtodo bastante preconizado. [Scherz, M. W. & outros

(1990}, J. Med. Chem. 33:24211.

(2} Bintese do Acido Indol-3-Alifatico Substituide:
0 procedimento geral para a preparacio de
cidos  indol-~3-acéticos mono-, di-, & tri-substituidos

comegando a partic dos correspondentes indéis  estd repra-

2%
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sgntade no Esguema II (Fig. 8). Fodem ser usados como
materials de partida na sintese dos dcidos indel-3—-acéticos
(Esgquema II, Fig. 8), guer directamznte guar com peguenas
modificagtes, os indédis mono-substituidos ou di-substitubi-
dos comercialments disponivels {(por exemplo, 4-metoxiindol,
S-metoxiindol, Sye~dimetoxiindol, g-benzilexiindol, 4-
hidroxiindol, g-hidroxiindol, a-bromoindol, S-bromo-7-
nitroindol, 4-cloroindel, S-cloroindel, &-cloroindel, S-
cloro—2-metilindel, S5~fldorindol, S-aminoindol, 4-nitroin-
dol, S-nitroindol, &cido indol-4d4-carboxilico, &cido indol-~
a—-carboxilico, 2,5-dimstilindel, Il-metilindol, 3-metilin-
doly, 4-metilindol,; S-metilindol & &-metilindol). Os indéis
substituidos acima mencianados eostfo disponiveis, por
xemploy, na Aldrich Chemical Co.

Nos casos em gue o grupo funcional existente
fosse sensivel as condicles da reaccio, ele seria primeirs
protegide. 0 indol substituido (composto 1 no Esquema 11
Fig. 8) & convertideo primeiro para grasmina-substituida
(composto 2 no Esquema II, Fig. B por uma reacc®o viril
saguinde og  procedimentos de Stoll, A. & outros (1955
Halv. Chem. Acta 38:1452 & Foon, B. & outros (198&), J. of
Labelled Compound and Radiopharmaceuticals 23:1&7. A porcio
dimetilamina no composto 2 sntdo deslocada pelo ciansto
para formar indol-I-acetonitrila-substituida (composte 3 no
Esquema II, Fig. 8) através do reflude com ciansto de
potassic em etanol/agua. [Foon, G. e outros (198&), J. of
Labelled Compounds and Radiopharmaceuticals 23: 14671, Final-
mente, o desejidde Acidoe indol~3-acético substituido ({(com—
posto 4 no Esquema II, Fig. B} & obtido pela hidrélise do
adcido ou hidrélise da base do composto 3 [FPoon, G. = outros
(1784, J. of Labelled Compounds and radiopharmaceuticals
2F 14T,

Uz procedimentos descritos acima n3de s3o
sssencials nos seguintes casos: J-acetilindol, écido 3-

indolacrilico, dcide S~indolpropiénico, acido 3-indolbuti-

A0
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rico, Acido Z2-metil-3-indslacético, desde que , estes
pompostos  estejam comerclalmente disponiveis. Eles podem
ser aplicados no passo de ligacsio (Esguema III, Fig. 97 uma
vex gue as unidades indel requeridas, isto &, compesto 3 no
Ezquema 111, estejam disﬁaniv@isn

{(Z Condensagio da Poliaminas com a Unidade Indol:

& ligagso do indol substituido (composte 5
no  Esquems III,; Fig. %) com uma poliamina protegida Chz ouw
t=-Foc & realizada na presenca de diciclohexilcarbodiimi-
da/MN-hidrodisuccinimida como & descrito por Jasyvs, V. J. &
outros (1520) J. Am. Chem. Soc. 11Z2:464%6, ou utilizando o
aster activade p-nitrofencl do composto 5§ 2 poliamina como
& descrite por Makanishi, k. e outros (1970} Pure & Appl.
Chem. &62:1223. {Esguems 111, Fig. %}. Finalmente, a despro-
tecg¥o darad o DOCI ou um composto analogo [Makanishi, kK. e
putros (19920} Fure & Appl. Cham. 6312231, (Esguema IITI,
Fig. %:.

0 acetil benzoilo, fenacetilo, benzilocarbo-
nile =2 varios alcoxicarbonilos derivados de DOCL ou seus
zemelhantes podem ser preparadeos para aumentar a lipeosilica
do composto, & desse modo a sua capacidade para atravessar
a barrelira hemnate-encefdlica [ver, por exemplo, "Design of
Prodrugs", publicado por Elssvier (1985) g editado por
Bundgaard, pp. 27-351. Estes derivados actuam como prodro-
gas, o os métodos para preparar estas prodrogas est¥o bem
documentados na literaturs [Dittert, L.W. & outros (19&8)
J. Pharm. Bci. S7:82B; Inoue, M. & outros (1979}, J. Pharm.

Dyn. 20329 e Dittert, L.W. & outros (19&62) J. Pharm Sci.

(4} Preparagi3o de Derivados do DOCI, DOCE & zeus Semelhan-—
tes:
ficetatos: 0 método geralmente usado para a preparaco

destes derivados duma amina primdria ou secundédria & o

tratamento da amina com anidrido acético como & descrito no
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compéndio "Practical Organic Chemistry" de Yogel, Buarta
Edigio, pp. 1128.

Benzeatos g Fenacetstos: melhor forma de produgieo destes
derivados duna amina primdria ou secundaria & através do
tratamsnto da amina com o correspondente cloreto de benzoi-
1o ou claoreto de Ffenacetilo como & descrito na reacoio
Schotten-Baumann, no compéndio "Practical Organic Che-
mistry" de Vogel, Ouarta Edic3o. pp &82.

Carbamatos: & melhor forma de realizar a sintese de carba-
matos de uwuma amina primdria ou secunddria & através do
tratamento da amina com CO, O0,, 2 R~OH na presenga de Ft e
ido iodeto de acorde com Fukuoka e outres (1984 J. Org.
Chem. y, 4931488, Este métode pode produzir derivados de
alcoxicarbonilo ou de bensiloxicarbonile, dependends do
tipo de &lcool usado na reaccdo. Especificamente, os alco-
ois alifaticos d¥o derivadoes alcoxicarbonilo, snguanto os
Alcoois aromdticos produzem derivados do tipe ariloxicarbo-
nila.

Ensaio de Micrerastreie para Blogueadores dos Cansis de

Caleio dous Sinsptossomas

0 metodo de rastrelio usado para testar a
actividade das praparaclfes de vensne no blogusio do cdleio
das células BH, G, tal como fol anteriormente descrito,
foi modificado da forma gue se segue para detersinar o
afeito do DOCUL sobre a captaclo de cdalcio nos sinaptosso-
mas.

(1) TAMPUES (em o)

Baixo K Balxo K+Ca Alto E+la Interrupolo

HEFES i i i i¢
D-GBlucose i0 10 10 10
K1 = = 150 3
NaCl 147 147 o 147
MgCl, 1.2 1.2 1.2 1.2
Call, o .3 .3 O
Tris—EGTA & 0 & 10

s
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Depols dos tamp¥es terem sido produgidos, a
osmolaridade do tamp3o de  interupclo Foil  ajustada por
diluig®o com H,0dd para um valor aproximadamente igual &
mddia dazs osmolaridades dos oubtros tr&s tamples. Todos os
tamples foram anicamente ajustades com H_o0Odd.

(2y STOCKS DE CALDIO 45

Fara captac¥o no estade bdsico: 5 Rl de
stoock NEN + 995 pl de tamp¥o K baixo+Ca.

Para capltac¥o na despolarizag3o {isto &, K*

altol: O pl NEN + 293 pl de tamp3o I alto+Ca.

(3} FPREFPARACED DE SINAFTDSSOMAS

A preparagio  de sinaptossomas descrita
abaixo foi adoptada dum procedimento publicadoe. [Hajos F.,
Brain Res. 93:485-4B% (1973:1.

0 tamp3o bésico utilizade, pH 7,4, tinha a
seguinte composig¥o: Nall 147 mM, ECI 3 mM, HEFES 10 mM,
Dextrose 10 mM, MgCl, 1,2 mM, & EBTA-Tris imM. O tamplo k=
alto era o mesmo que o tamp3e basico exceptuande as concen—
tragies de HMNaCl & KC1 gque eram, respectivamente 99 oM & 55
m.

s sinaptossomas foram preparadas a partie
de ratos masculinos CD com 4 a & semanas (30-75g). 0z ratos
foram mortos por decapitacXoe com guilhotina, & o cridnic foi
aberto no centro com & l&Emina pontsaguda da tesoura de
dissecac3o. 01 osso fol ent¥o cortado com um corta ossos & o
carebro  levantado com uma microespatula. Seguidaments, o
cerebelo fol removido & o resto do cérebro colocado em 35
ml de uma solugido de sucrose 0,32 M e homogensizado num
homogeneizador ©C de teflon de copa Thomas colocado na
poténcia méxima (cerca de 450 rpm} com 1& pancadas. 0 pil23o
fol lavado com T ml de solug¥e de sucrose & o material da
lavagem adicionado ao produto homogensizado.

Este fol ent¥o centrifugado durante 10 min.

a 3500 rpm (1500 g} num rotor 55-34 numa centrifugadora

-

]
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Borvall RC-5B. A bola resultante (P} fol descartada & o
sobrenadante (8,) fol recentrifugade durante 20 min. a 8700
rpm (B3C0 gl). 0 sobrenadante resultante (5;}) fol descartade
g a boela (P} ressuspendida =20 9 ml de sucrose de 0,32 M e
homogenelizada manualmente com 4 pancadas num homogenesizador
Thomas C. O wvolume foi slevado para B ml com uma de solucio
de sucrose de 0,32 M.

Este homogeneizado foi deitado em 20 @l de
soluc¥o de sucrose de 0,8 M em dois tubos de centrifugacio
g centrifugado duwrante 25 min. a 8700 rpm (B500 g). No fim
de centrifugaci3e, a2 maioria a mielina tinha ficado na
interfase de sucrose 0,32 M2 0,8 M, as mitocindrias forma-
ram  wna bola castanha no fundo do tubo, & os sinaptossomas
sstavam disparsos am sucrose 0,8 M. Fol usada uma pipeta de
10 ml para recolher a camada de sucrose 0,8 M sem perturbar
& mielina no topo da camada ou a bola. A solug3do racolhida
fol lentamente diluida com igual volume de tamp3o bédsico
arraftzcido, snguanto sra suavemente agitada com uma pipsta
de Pasteur. Esta soluglo dilwida fol centrifugada durante
10 min. a 10 000 rpm (12 000 g). A bola assim formada foi
ressuspendida em 1,5 ml  de tamp¥Ho basico e homogensirzada
manualmente com B pancadas num homogeneizador de copo
Wheaton-copo de 7 ml. A preparac3o sinaptossémica suspen—

dida foi congelada a —-7082C até ser utilizada.

{4y FROCEDIMENTD DE ENSAIO

0 procedimento de ensaio & similar ao des-—
crito antes sob a2 denominacg3o "Microrrastreio para Bloguea-—
dores do Canal de CAlcio do Tipo-L".

A preparacio sinaptossémica fol derretida em
gelo @ diluida ate 500 pl com tamp3o d= K baixo em gelo-
—frio. Uma porglo de Z,2 pl foil aguecida a 302C durante 3
min. um pouco antes da adic¥o de 1 Wl d= DOCl. Apés pri-
—incubag3o, foram adicionades 4,2 pl de stock de *Ta?y

tants K baixo como K alto, tendo sido a captagi¥o de cdlcio

&4
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interrompida apés 3 segundos cam P00 pl de tamp®o interrup-
tor. O Ffiltro foi 3 % limpo com 5 ml de tamp¥o interruptor
de cada ves. O filtro fol ento removido e colocado num
frasco de cintilag¥o contendo 10 ml de cocktail de cintila-
cXo de hidrofldcr e agitado vigorosamente atéd ser dissolvi-
do. Fol usade um contador de cintilacXo beta para contar
cada frasco durante 5 min.

Os filtros usados foram Millipore HA 0,45 um
# HAWF 025 00 & para limpera dos filtros fol utilizadeo um
Brinkmann Dispensette. Fol usado o tamp&c interruptor para
pre-humidificar o filtro antes da aplicag3o des sinaptosso—

[11{=8=09

(3} RESULTADOS

0z resultados experimentais (n¥o ilustrados)
indicam que o DOCI produz algum blogueio na captaco de
cédleio nos sinaptossomazs estisulada por Y. Contudo, nenhu—
ma das concentragles testada (até 0,5 unidades/ml} inibiu a
captagio de cdlcio em mais do gue 20%. Por conseguinte, o
DOCL & substancialmente menos efectivo ¢ potente no blo-
gueio dos canais de célcio sinaptossédmicos do que na sua
capacidade para bloguear os canails de cdlcio do tipo-L das

celulas de pituitdria do clone BH,G.

Estudes Elsctrofisioldgicos do DOCL
{1} PREFARACHD DE C2LULAS

A actividade do DOCI foi examinada através
de experig@ncias electrofisiolégicas eam duas linhas de
células de mamifeross gque apresentam difsrentes sub-classes
de canals de cdlcio: células pitultdrias clonais de rato da
linha GH,Cy; que té&m canals de cadlecio do tipo-L, e células
de neurcblastoma de murino da  linha NIE-115, uma linha
celular bastantes disponivel (neste caso ohtida através Dr.
Mark Fishman, Massachusetts Beneral Hospital), gue apresen-
ta canals de calcio do tipe-L, -T, e —-R [Knapp e outros

=
wted
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(1990 Boc. for Newoscl. fbs. 14316781,

Az células GH,C foram mantidas a tratadas
conforme fol descrite antes sob o titulo "Microrrastreio
para Blogusadores dos Canalis de Cadlcio de Tipo~L". Imedia-—
tamente antes das experidncia glectrofisiolégicas foram
fornecidas fracgles de células ressuspendidas de fresco &
camara de registo.

fis células NE-115 foram desenvolvidas a 378C
num meic com suplemento F-12 de Ham com 10% de sore fetal
de vitelo. As culturas existentes, mantidas em frascos de
poliestireno, foram alimsntadas uma wves por semana e foil
zeparads 1:10 uma ver por semnana. ‘ara experigfncias slec-
trofisiolégicas 134 ou 1:8 das cdlulas fol separado @
recolocade em pratos de poliestirens de 35 mm n3o tratades
o =m vidros de labios cobertos, snvolvidos com poli-D-
~lisina (4 pg/ml)+ + lamina (10 wg/ml}. As células foram
induzridas a diferenciarasm-se com 2 adicXo de dxide de
dimetilenxofre a 2% ao meio de cultura durante 7-21 dias
[Buwandt, F.N. e outros (1284) Newroscience 13:124%21. Este
tratamento induz as ceélulas MNIE-115 a assumir uma morfolo-
gia semelhantes & um neurdnio & a apressntar uma elevada
densidade de canais de cdlcio dependentes da diferenca de

potencial.

(2) METODDE ELECTROFISIOLOGICOS

Foram registadas corrsntes 1isdnicas através
dos canais de cdlcio com eléctrodos de smbutir em configu-—
raco  para fikar a diferenga de potencial em toda a célula
[Hamill, 0. e ocutros (1281 Pflugers roh. 3212851, As
celulas foram rapidamente colocadas numa solucio extracelu-
lar contends (em mf) 130 TEA-CL, 5 BaCl, , 10 glucose, 10
HEFES, 0,3 WM TTX, pH 7,2. A solucglo, intracelular (pipeta)
continha (em mM) 125 CsCl, 10 EGTA, 10 HEFES, 4 Mg, ATF, pH
742s

Eztas soluces {foram projectadas, pars

ab
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impedir a suisténcia de correntes através de todos os
canals 14nicos dependentes da woltagem, com sxcepc¥o dos
canals de cdleio. O Ba? foi usado como o  transportador de
carga para evitar a inactivacio dependente de calcio dos
canals de calcio. O potencial da membrana celular  foi
cantroladoe electrénicamente. A corrente através dos cangis
de cdalcio fel retiradas por despolarizagiss graduais dos
potenciais de repouso negativos. 0O DOCL foi dissolvido na
=olugdo vtracelular & aplicados as células por ejecclo
pressorizada a partic de uma pipeta de widro.
{Z) RESUL_TADOR

Mas células BGH L, examindmos o efelto do
DOC1 sobre corrFentes sustentadas induzidas por despolariza
cies relativamente extensas situadas entre-10 g +20 V. Sob
=etas condiges, & provavel gue a corrente seja sobretude
através dos canals de cdleio de tipo-L (Mattson, D.R. &
Armstrong,; C.Me  J. Ben Phvsiel, 87:161-182, 198&). Em

consistincia com os resultados das experifneias do fluxo de

calcio, o DOC1 (Q,4-1,0 U/ml) blogu=zou reversivelmente uma
grande fracgdo {(atd 804} de corrente através dos canais de
calcio (Fig., 1)
A acgdo do DOCL sobre classes adicionals dos
canals de calcio fol =xaminada nas células NIE-115. Nestas
“perigncias, os cansis do tipo-L foram blogueados por
inclus¥o de 10 pM de nimodipina (uma concentrag¥o de satu-
racdol) na solucXo extracelular. Sob estas condigles, as
cHlulas NIE-118 continuaram a mostrar uma passageira cor-—
rente de cadlcio de baive limiar (tipo-T), assim como um ou
mais compenentes de corrente de alte limiar n&o inibidos
peles  antagonistas dihidropiridina Cknapp, 8.6. & oubtros
Soc. MNsurosci. Abstr. (1990) 1&6:4781.
Come & mostradoe na Fig. 1184 & na Fig. 11&, o
DOCY (1,0 U/ml) provocouw & inibicdo da corrente de alto
limiar atraveées dos canals de cdalcio mesmo nNna pressnca

continua da nimodipina. 0O DOCI n¥e afesctou substancialmente
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a corrente do tipo-T induzida por fracas despolarizagies
das potenciais de repouso negativeos (Fig. 11C). As accoles
do DROCL foram reversivels apéds remocido 2 dependeram da
dose.

Como & moestrade na Fig. 12, o DOCL blogueou
um maximo de 459% da corrente de alto limiar permanscendo
depois do tratamente com niscdipina. A concentracio que

produsiu metade da inibic&o maxima Ffol 0,237 Usml.

Resumo das Propriedades Salientes do DOCI

Mo guadro apresentado a sagulr estio resumi-
dos o8 resultados das experifncias desenvolvidas para
estudar o efeiteo do DOCDL sobre os canals de cidlcio através
da medicdo da capbtac®¥c de cdlecio 45 2 do métods electrofi-
siolagico, o qualis foram anteriormente descritos.

Como & mostrade, o DOCL possul um  elevado
grau de selectividade (na ordem de duas unidades log) pelas
correntes de Ca em relag3o & correntes de Ma. Motavelmen-
te, &m concentrac¥es. em  gue produr um blogueio substancial
das correntes dg calcio (Lipo-R} resistentes & dihidropiri-
dina,; n¥o fol observado nenbum blogueio dos supostos canals
do  tipo-T. Assim, parzce gque o DOCL pode ser um blogueador
selective de alto limiar, inactivande lentamente os canagis
Ca com wun 2sposctro de oficidcia mais large do que a nimodi-
pina.

Az implicagles deste perfil farmacolégico
s que tal composto (s for capas de penetrar no cérebro)
pode também, adicionalmente & produglo d= vascdilatac#ic
cerabral , bloguear directamente, 8 numa proporc3o maior do
gue & nimodipina, a entrada de Ca nos corpos das cédlulas
nervosas mediadas pelo canal de cdlcio. For esta rar3o, pode
existir uma vantagem competitiva sobre a dihidropiridina na
preavencido do sxcesso de Ca nos neurdnios.

A& marcante especificidade do DOC1 para os

canals de Ca em relagio ao0s canais de Na ou kb & ilustrada

A=
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Resumo das Fropriedades do DOC1

Froprisdade 10,y unidades/ml

sy T

Hlnqueid dos canais tipo-L sensiveis a DHF,

Células pituitarias de clone GH, G, captaglo

08 A enuwevnunnsnnnsvunansusnnsnosnasnnunadad — 1.3%
Celulas pituitarias de clone BH, 0, electro-

= 3 S O 0 Td s =Y
Blogueic da captagio de *Ca sstimulada por

k {canais—L7?}

Meurédnios corticalSiecwvasvosconnusnvanwanwnaldadl =~ Q4™
Blogueio dos canals tipo-R resistentes a DHF,

Células MIE-11S (electrofisioll.iceciuvevvencanaOad
Bloqueio de baixo limiar, inactivande os canals (T7),
Células MIE-113 {(eletrofisioll.....va... .« =« EMRUMm
Blogueio da corrente de NA, células MIE-115....n%0 signif.

Blogueic da corrente de K, células NIE-115.. ... (12% iU/ ml}

—

efeitos inibidores consistentes; I0, variade nas cultu-
ras GH, G

" algumas culturas de newrédnios corticais parecem insen-—
zsiveis aoc DOCL & DHP3 I0, variade nas cultwras sensd

vials

Confirmacdo da Actividade Bioldgica do DOCI Bintdtice

1 composto sintético obtido pelo processo
descrito anteriormente era idéntico em todos os aspzctoes ao
produto natural. A sua informacdo espectral, por exemplo,

IR, 1H NMR & 130 NMR, colncide bem com o composto natural.

Ly
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0 perfil da HFLD do produte sintétice era id&ntice ac do
produto natural, e sles co-sluiram juntos scbre uma coluna
de fase inversa CIl8 com um tempoe de retenclo de 12,47 min.

A estrutura do DOCL Foi elucidada. 0 compos-
to foi sintetizado em guantidades de grama, 2 a actividade
antagonista do calcio do DOCL  sintético assemslha—-se guan—
titativamente & do composte gue ocorre naturalmente, com
base no snsaio de microrrastreio das células GH, G, reali-
zado da forma descrita anteriorments. A caracterizagio
electrofisiolégica apiou, ainda, a confirmagic da sua
actividade.

A Fige 13 ilustra a importante descoberts de
gue os canais de cdlcio dos nauwrsnios, com as caracterishti-
cas electrofisiolégicos dos canals de cdlcio de tipo-L, n3o
580 uniformemente sensiveis aos bens conhescidos antagonis—
tas dos canais de cdlcio do tipo-L. Mals especificamesnte, o
i%o bério Foi usade como o veiculo de carga, para minimi-
zar a inactivac¥o do canal Ca dependente. A inibic¥o de uma
percentagem da corrente de Ca® de alto limiar {0} e de
baixo limiar (4), resistente & DHP, pale DOCL foi realizada
en celulas (MIE-113) de neurcblastoma com diferencga de
potencial fixa. As c#lulas foram banhadas em 5§ pM de nimo-
dipina. As correntes de 0 de alto limiar (corrente R,
circulos abertos), resistentes & DHF, foram indusidas
mantendo as células a -850 nV e passando em seguida o poten-—
cial de membrana para +10 mVY. As correntes de Ca&® de baixo
limiar ({corrente T, tri&nogulos abertos) foram induzidas
matendo as células a -90 oV g passando em seguida o poten-—
cial de membrana para -~-23 m¥. 0 DOC1 foi dado via izcclo
pressurizada. # inibic¥o percentual das respostas  das
c#lulas do conjunte d= controle foi delineado como  uma
fungio  da concentrag3o de DOCL. Cada ponto representa a
m&dia & S5EM da resposta de uma média de 3-4 células. O
grafico mais pequenc mostra a inibig¥o porcentual do  total

da corrente Ca® de alto limiar por 10 pM de nimodipina e
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&0 M de DOCL. Cada barra representa a média e BSEM da
resposta de uma média de 5~& células.

Como 2 mostrado no grafico mais peqgueno, a
mailoria das correntes de cdlcio de alto limiar. inactiviva—
das lentamente, registadas nas células de neuroblastoma
MIE-115 n¥c # inibida na presenga de 10 pM  de nimodipina,
uma  concentragio satwante que inibiria completamente as
correntes dos canals de cédlcio de tipo-L no sistema cardio-
vascular. Em contraste, o DOCL inibe a maicria da corrente
(mediada pels canal-R)} remanescents na presenca da nimodi-
pina.

A selectividade do DOCL sintético por canais
de tipo-R =m relag¥o aos canais do tipo-T também & notada
na Fig. 14. Esta selectividade & graficamente demonstrada

a Fig. 14, que mostra o efeito do DOC1 sobre duas classes
de correntss de cdloio registadas numa cdlula de neuwroblas-—
toma HMIE-113. 0 tragado do lado direito mostra a aus8ncia
de sfeito de &0 pM de DOCL sobre correntes de cdlcic de
Baive limiar passageiras (correntes de canal tipo-T) em
calulas NIE-11G. 0 tragado do lado esquerdo mostra gue &0
R de DOCL  =¥o capazes de inibir correntes de cdlcic de
alte limiar {corrente tipo-R) em células MNIE-11%.

Mais especificaments, os resultados do
painel direito mostram gue a ejecodo pressurizada da droga
sobre as células teve pouco efeito (blogusio a 11% nas
células  agqui mostradas) em relacco ap seu efeito sobre as
correntes do tipo-R. Dz efeitos da droga, apsds a sua remo-—
oo, foram rapidamente reversiveis; nalguns casos, porém, a
recuperagals fol ofuscada por diminuwice da corrente como é
demonstrado neste exemplo. Assim, o pegueno graw de blo-
gqueio aparentements mostrado pode ser em grande parte um
artafacte da diminuwigie de corrente. 05 resultados nio
painel esguerde, por outre lado, mostram gue & eliscc3o
pressurizada da droga sobre as cédlulas blogueou sstas

correntes num grau significative (583% de inibicXe nas

£
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c@#lulas agul mostradas). Os efeltos da droga, apas a sua
remoCda  foram rapidamente reversivelis. 0Oz protocolos de
gstimulos s3o mostrades por cima de cada painel. Barra de
calibracXe -80 pA, no painel direito; 70 pA, no painel
asqueardo.

0 gue importa destacar & gue todos 0 tragos
foram registados na presenca de de: micromolarss de nimodi-
pina, outro antagonista deo calcie tipo-L. Mais uma vez,
gata concentracio de nimodipina inibiria completaments as
respostas geradas através dos canais de calcio do tipo-L
nas células musculares lisas ow cardiacas (n@o llustradod.

Com base na capacidade do DOC1, para inibir
a classe dos canais de calcio de alto limiar, inactivados
lentamsnts, nas cdlulas nervosas e resistentss 4s dibidro-
piridinas, & evidente que podem ser descobertas novas
classes de pequenas moléculas orgdnicas com wn novo espac-

tro de acgic de potencial de accl¥e terapfutica.

Vantagens de Selesccionar Compostos gue Afectam o transpots

Trans-Membrana pelo Microrrastreio do Método de Entrada

Certos produtos natuwrals esscassos @ 2 certos
compostos sintéticos estio disponivels em quantidades
limitadas podendc ser muito caros. De forma a identificar
entre estas fontes, precisa e guantitativamente, as activi-
dades biclégicas relevantes em termos terapfuticos com o
maxime de economia, & desejavel dispor de um sistema de
ansaio gue possa obter a guantidade midxima de informaglo a
partir ums guantidade minima de material. Além disso, para
rastrear e avaliar eficientemente grandes biblioctecas
guimicas de compostoz, o sistema de ensaio de rastreio deve
sor um  sistema de "elevada produg®oe’, capaz d= avaliar
miitos compostos em poucas horas.

Em principlao, 05 ensalos de wnifo de radio~

ligantes slo capares de ter uma elevada producilo no ras-—

bl
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treio de compostos gue afectam o transporte de moleéculas ou
iY%ss para as células, organelos ou vesiculas membranosas.
Dado que, tais ensalos s&8o baseados na uniflo dum radioli-
gante a um receptor conhecido, acontece gue as  drogas
recentes que interagem com sitios receptores distintos n3o
recoenhecidos previaments ndo serdio identificadas por um
tal método de rastreio. Além disso, & muitas veres impossi-
vel inferir sé através de estudos de unilio de radioligantes
quais seriam oz efeitos funcionais de um composto guando
2le ocupasse o sitio de uni¥o, isto &, serd que ele poten-
ciaria osu antagonizaria a resposta bioldgica normal?

Em certos casos, snsaios  funcionais devida-
mente delincados podem consumir guantidades minimas dos
compostos a avaliar (por sxemplo, abordagens electrofisio-
légicas para identificacdo dos antagonistas do canal ié&ni-
col)s todavia, tais ensalios funcionals n3do s¥o geralmente
capares de ofsrecer uma elsvada producio.

fs considerages anteriores levaram ao
desenvolvimento dum métode de rastreio por microrrastreio
de captac¥o, uma recente abordagem para a descobesrta de
novas drogas. Az vantagens deste métods de rastreio s8o as

seguintes:

{1} Consumo Minimo de Material

Através do emprego duma estratégla em gque o
ensaio & realizado com volumes muito pegquenos (tipicamente
menos do que 25 pl = pode ser t¥o pouro como 8 pl, como fol
mostirado anteriormente na identificagieo do DOCI e DOCEY,

=30 consumidos montantes minimos de material.

(2} Determinaco Directa da Funcio Terapgutica Relevants
Para identificar os modificadores dos canais

de iYss, bombas ds ifez, ou doutros sistemass de transporte

nas  membranas celulares sdo empregues radiolisstopos de

moléculas actualmente transportades pelos referidos siste—
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mas de transporte. 0 ensaio & delineadeo para identiticar e
guantificar a natwesa do efeito de composteos com interesse
acerca dos retferidos sistemas de transporte.

No exemplo corrente, realizaramn—se siperlién-
tias para estudar o efeito do DOCL na unilo selectiva de
nimodipina [SH] aos sitios de uni¥e da dihidropiridina nos
canais de cdlcio do tipo-L das membranas cerebrais de rato.
Outiros compostos gque actuam através do mesmo sitio de uni¥o
camo as dihidropiridinas inibir3o esta unio da nimodipina
[*HI1. O resultados das nossas experifncias n¥o ilustrados)
mostraram gue o DOC1  ndo inibia significativamente a unido
de nimodipina [5HI, guando adicionado ao enszaio numa con—
centracio até 0,6 unidades/ml. Mas mesmas experigncias, a
nifedipina, um composto de dihidropiridinae similar & nimo-
dipina, mostrou inibir Jfortements a uni¥o de nimodipina
[H1, dando 30% de inibic¥e a cerca de 20 nM. Os resultados
giparimentals relacionados encontra-se nas Figs.1lla, 118 e

2 e nos respectives textos de acompanhamento.

0 facto de, quande usade em concentragies
bem acima das regqueridas para inibic¥e dos canais do tipo-L
ou ~R ndo axistir Inibigle da ligacHo de nimodipina aos
canais do tipo-L, apoia o argumento gus o DOCI actua num
sitio distinte & dnico nos seus alvos gue s8o os canais de
c&leio. Esse facto, também demonstra gus o DOCL, gue foi
identificado pelo nosso sistema de ensaio de rastreio, ndo
teria =sido descoberto por este tipo de sistema convencional
de snsaioc de uni¥o dum radiocligante, destacando assim as
vantagens da abordagem por rastreioc ensinada pelo invento.
{3} Elevada Producg3o

0 sistema de ensaloc & designado desta forma
para que diariamente possa ser analisada uma grande guanti-
dade {(dézias ou mals) de compostos candidatos. 8= manipula-
ces fizsicas envolvidas nos ensalios lembram am simplicidads
2 repretitividade o tipo de manipulagtes smpreendidas, por

xemplo, na realizagdo de ensaios de unid¥o de radicligantes
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a sitios receptores ligados & membrana. Em muitos casos, 05
ensalos de rastreico podem ser automatizados usando muita da
mEsma saquinaria empregue nos  ansalos de uni¥fo de substdn-
cias radioligantes.

Duas realizagles, entrz outras, deste método
de rastreio foram descritas anteriorsente, nomeadamente,
{a) um ensaloc para antagonistas dos canals de calcio tipo-L
{cardiovasculares & neuwronais) de c#lulas pituitarias
clanais (BH,G), & (b} um ensalo para antagonistas des
canals de calcio pré-sindpticos que controlam a libertacio
de neuwrsostransmissor pelos organslos, iste &, terminals de
nervos cerebrals (sinaptossomas). ~Ambos os ensaios foram
uzados para ajudar a descobrir e caracterizar o DOCL e o
pOCE.

Outras variantes desta abordagem incluism um
snsalo de rastrelo que emprega suspensies de cédlulas desen-—
volvidas eam leitos. Isto pode ser desejavel, dado gue
certos  alvos terapiulticamente relesvantes para a descoberta
de drogas n¥o sdo encontrados em ceélulas ou organslos
facilmente desenvolvidos ou manipulados =2m suspens3o livie.
For xemplo, o0s neuwrdnios em cultura estendsm frageis
processos qu2 sofrem facilmente ruptwas,  por esta razlo
devem ser desenvolvidos num  suporte sidlido & estivel.
Dasenvolvendo tais células (por exemplo, linhas de células
de nsuroblastomal em leitos, as célulass podem estender
livremente os processos gue aderem aos leitos, evitando gue
sofram  danos  enguanto =Xo  manipuladas em suspens3o duma
forma gque alids se assemelha 45 manipulac®es de cédlulas
GH,G e sinaptossomas descritas anterisrments.

Alternativamente, este ensaio de rastreio
pade realizar-se empregando suspensies de cédlulas desenvol-
vidas em cavidades de fibras por um raciocinio similar ao
astabelecido acima. Como wvemplo, as células podem ser
desenvolvidas em feines de fibras com cavidades. As fibras

com tavidades podem sgr individualmente cortadas com uma
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tesouwra dos feixes, ligadas, e empreguss em estudos de
fluxos radicisotdpicos.

Fala mesma ra=zdo, pode ser  desejdvel para
conduzir um ensalo de rastrelo empregar células desenvolwvi-
das =2m filtros ou noutros meios microporosos a Tim de se
providenciar um suporte sdlido e estavel. 0 ensaio de fluso
radiocisotdpico pode ser realizado in situ sobra uma paguana
porcdo do filtro, sssa porg3o do filtro pode ssr colocada
num Filtro malor actuande como um  “"transportador®y, 2 00

izétopo sutracelular pode ser ramovido por filtrac3o.

Uso de Microensaios para Rastrear os Venesnos de firanhas

Cacadoras

0= microensaios mencionados  acima  foram
usados para rastrear o veneno de aranhas cagadoras de 3
familias difsrentes, cuios comportamentos s¥o descritos a
sEgUir.
A. Familia FPISAURIDAE

Estas insinuantes aranhas de oito olhos ni3o
constroem uma tela, excepto as telas das mais novas gue
aparentemente s¥do apenas locais de descanso ou de protecolo
genquanto mudam de revestimento. As  aranhas perseguem as
presas activamente sobre o sclo, na vegetag3o ou, nalguns
rasos, sobreg a superficie de lagos ou charcos. Estas alti-
mas gspéciss sHo chamadas aranhas pescadoras porgue  tEm
sidao obhservadas a enfiar o sutremo da perna dentro da agua
como um chamariz, ferrando de seguida um pequeno peixe gue
tenham conseguide atrair. & Dolomedes okefenokisnsis & um
dos membros das aranhas pescadoras e Jo0i recolhida na
Florida.
B. Familia CITEMIDAE

fs  aranhas desta familia tropical, a guen
foi dado o nome comum de aranhas vagabundas, nSoe constroem

uma tela mas sdA0 cagadoras activas, gue  procuram  as suas
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presas no solo ou entre a vegetagio rasteira. As  aranhas
Cltenus captiosus, preferem locals escuros tals como debeixo
das rochas, gratas e cavidades nas arvores. Também elas
foram recolhidas na Florids., & Phoneutris também & um

mambiro desta familia.

C. Familia LYCOSIDAE

A Lycosidae caga principalmente no solo,
usando a fina vis¥o providenciada pelos seus olhos grandes,
apontande para a freante. Fol-lhes dado o nome comum de
aranhas lobo & s3o encontradas noz  campos & nos jarding,
gntre bocados de folhas nos terrenos arborizados ou nas
florestas, nas dunas de areia e nos dessrtos. Algumas
gspiacies vivem nas superficies lamacentas de pSntanos
salgados & outras passam a sua vida andando &s volitas sobre
a superficie de Aguas paradas cagando activamente. & Sasip-—
pus californicus, ac contraric das outras aranhas 1lobo,
constrdi uma teia laminar como a Agelenidas {(aranhas de
tela de funil), mas o comportamento da aranha & muito
parecids com o das aranhas lobo vivende livremsnte 2 cagan-—
de activamente as suas presas. #s aranhas desta espécie
fToram recolhidas em Wickburg no Arizona, o procriadas para
formar  dma colédnia por  Chuck Eristenzen, Spider Farm,
Arizona.

A Fig. 15 wmostra o pertil da actividade
antagonista do canal de calcio tipo-L em fracches do veneno
da ranha Dolomedes okefenokiensis separadas por HFLC usando
¢ ensaio de microrratreic. 0 wvenenc em brute (40 pl) foi
sgparadoe por HPFLD de fase invertida sobre uma coluna CIB
(L0 x 250 mm, 5 pm, 100 53, usande um gradiente de aceto-
nitrila (-——} em TFA a 0,1% a uma velocidade de fluxo de
4,0 mil/min. & eluigio foi monitorizada por absorviEncia a
214 nm {(——=), & as fracgles foram recolhidas manualmente de
acordo com perftil da eluigi3o. Depcois de secas & reconstrui-

das no tamp3o bidsico, uma porg3o equivalente a 0,3 pl de
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vanena em brute foi  pré-incubada com células BHACL durante
oominutos & temperatura ambiente. Fol medida a captacio de
45Ca* durante um minuto em HBES contendo 2pCi/0,008 ml de
45Ca% com S mM KT (BB ou &7 mM K (EM). A captac3o de 45
Ca * estimulada pelo E* foi calculada subirainde a contagem
g (MEY & contagem de (08). Oz resultados s¥3o oxprossos em
¥ da inibig¥e (+/~ SEM) obtida comparada com a dos contro-
los, nos guais fol usado o tampfo (bédsico) HEBS em vesz das
fracodes de vENSNo.

A Fig. 18 mostra o perfil da actividade
antagonista do canal de cdlcic sinaptossémico de fracgles
do wveneno da aranha Ctenus captious, szparadas por HFLC
usando o mesmo método de rastreio. Mals especificamente, a
wna coluna de Filtrac3o por gel Blogel P& foil aplicado
vaneno em bruto em  Acido acgtice a 1%, ds forma & gue
fosspm removidos do veneno os componentes  de elevade pelo
moelecular (PM & 00 . O malor pico, gue sluiu entre 0,80 &
1,4 do volums de suporte, Joi ant¥o separadoe por HPLT de
fase invertlda sm coluna CT18 (4,6 x 250 mm, 5 pdm, 100 5),
usando um gradiente de acetonitrila (——) em TFA a 1% a uma
velocidade de fluxo de  1,0ml/minuto. & eluic3o foi monito-
Flizada por absorvEncia a 2¥4nm (-}, 8 as fracces foram
manualmente recolhidas de acorde com o perfil da sluicXo.
Depois de seca 2 de reconstruida no tamp3o bésico, uma
porgio egquivalente a 0,4 pl  de veneno em bruto foi pré-—
incubada com 3 pl de preparagdo  sinaptossémica duwrante 5
minutos a 300C. Fol medida, durante 5 ssgundes, a captacio
de 45 Ca # em tamp3o bésice contendo 1p Ci/0,008 ml de 45
Ca * com 3 mM de E* (kb)) ouw 75 mM de K* (KA). A entrada de
45 Ca # estimulada pelo K* foi calculada subtrainds a
contagem de (KB! & contagem de (K&). Os resultados s3o
sxpressos em ¥ da inibig¥o (+/- BEM) obtida comparada com a
dos controlos, nos quais foi usado o tamp¥o (basico) HEBS
em ver das fracgles de veneno.

Oz resultados do microrrastrsio do veneno da
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aranha Sosippus californicus s3¥o mostrados na Fig. 17. 0
veneno em brute (14 pl} fol separado por HFLC de fase
invertida sobre uma coluna CIB {100 » 250 mm, S pam, 100 g},
usando umn gradiente de acstonitrila em TFA &8 O,1% a8 uma
velocidade ﬁa Flugo de 4,0 mildsmin. A ®luicdo foi monitori-—
zada por abzorvEncia a 214 nm (trage superior) e a 254 nm
{(trago inferior), & as fracgtes {foram manuwalmentes recolhi-
das de acords com o perfil da eluig3o. Depois de secas &
recanstruidas no  tamp3e basico, wna porgdo equivalents a
0,3 ul de veneno em brute fol pré-incubada com ce2lulas
EHACL durante 5 minutos & temperatura ambiente. Fol medida
a entrada de 45 Ca 2, durante 1 minuto, em tanmpXo bésico
contends 2 pli/0,008 ml de 45 Ca # com 5 oM de E* (KE) ou
&7 M de BT (EAY. A captaci¥c de 45 (Ca ® estimulada pelo EF
foi calculada subtraindo a2 contagem de (KB} & contagem de
{KAY.

0 veneno da Sosippus californicus tem pelo
menos seis componentes gque, numa diluic¥o de 1735, blo-
gueiam a captag¥o de entrada de Ca®*, estimulada pelo K
mediada pelos canais do tipo-L (Fig. 17}). Buatro destes
componentes (assinalados, por setas verticals), numa dilui-
o de 1/28, em wmicrorrastreisc produsem mais de 704 de
Blogueio da captac¥o de 45 Ca pelos canais tipo-L das
czlulas BHACL. A& gquantidade de material necessaria para
produsir este blogueio corresponde & material derivade de
menos de 0,25 ul de veneno ém bruto. Um dos componentes do
veneno {assinalado por um "X perto do centro do  tragoe da
HFLEY) estimula substancialments a8 capatacio de 45 Ca. Isto,
correspondes  ao pico donde derivou o péptide Fformador do
pore "BA-3" [Eobavashi, K. e outros {1989}, Boc.NMeurosci.
Abs.y 15513011, demonstrande a capacidade deste ensalo para
distinguir entre antagonistas do cdlcic (inibic¥o da capta-
clo @ a actividade ionofora indesejdvel sobre a gual este

snsaioc tem um sfeito oposto.
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Iso dous Compostos Reivipndicados

0 DOCL, DOCS 2 seus similares, guer produsi-
dozs a partir de recuwsos naturais, guer preparados  por
médtodos sintéticos, podem ser usados para tratamento in
vive de estadoes caracterizados por um  insuwficiente ou
sicessive afluke de cdlcio as cédlulas, como nos casos de
AV, traumatismo cranec—-encefalice, hipertens3o, angina de
peito, e oubtros assim caracterizados. fuande as células
alvo  pertencem a neurdnios centrais, & preferivel gque o
composto seja acilatado para aumentar a sua permeabilidade
atraveés da barreira hermeto—-encefidlica.

Alternativamente, estes compostos podem ser
usados como  imunogénios para preparag¥e de  anticorpos
contra venenos de aracnideos. Além disso, eles podem também
s@r usados como exploradores no sstudeo da funco & estruc-—
twra de variocs tipos de canais de cdlcio.

fluando estes compostos s3o usades como
trogas, a guantidade a ser administradsa dependerd, designa-—
daments, da gravidade de sstado & ser tratado, da via de
administragio escolhida, e em &ltimo lugar da decis3o do
maédico ouw do wveterindrio intervenientes. Essa guantidade
determinada pele médice ou veterindrio serd referida dagui
am diante como a guantidade "terap@uticamente =ficaz". For
exenplo, guando uma toxina de aranha com un pess molecular
entre 200 @ 1000 Da foi  usada como wum  anticonvulsivante,
foram administrades por via intravencsa 2uM/Kg [Jdackson H.,
& outros (1989 Ann. Rev. Newrosci. 12:4051.

0 composto activo pode ser administrade por
gualguar via apropriada ao estade a ser tratado. Preferi-
velmente, o composto & injectade na corrente sanguinea do
mamiferos em tratamento. 8Berd prontamente observado pelos
técniceos que a via preferivel variard com o estado gue esté
a se tratado.

Embora seja possivel administrar o composto

o
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active numa forma puwra ou substancialmente pura, & preferi-
vl apresenta-lo como uma formulag®o ou um preparade farma—
cFutico. As formulac¥es do presente invento, tanto para uso
veterindrio como humano, compreendem um composto activo do
invento, como descrite antes,; em conjunte com wm ow mals
veiculos farsacfuticamsnte aceitdveis para o nesmo,
spoionalmente outros ingredientes terspeuticos.

0 vaiculo deve =z "aceitédvel” noe sentido de

il

er compativel com os cubtros ingredientes da formulacio e

«
nde ser prejudicial para o receptor. Desejiévelmente, a

u
i

formulacdio ndo deve incluir substd@ncias com as  gquals se
saiba que os compostos contends  indol ou poliamina  s3o
incompativeis.

Az formulaghes podem sz convenlentemente
apresentadas na forma de dozes unitdrias & podem ser prepa—
radas por gualguer um dos métodos bem conhecidos na arte
farmacfutica. Todos os miétodos inclusm o passo de associar
o ingredients com o veiculo, o gual constituli  um ouw mais
ingredientss acessdérios. Em geral, az formulacles s=3o
preparadas assoclando intima 2 uniformemente o ingrediente
activo vom veiculeos liguidos ou veiculos sélidos finamente
divididos ou ambos, & ent¥38o, se necessario, moldando o
produto na formulacio desejada.

Az formulagies adequadas para administraco
parentérica compreendemn, convenientemente, solugles aguosas
estérels do ingrediente activo com solugies que s3o prefe—
rivelmente isoténicas com sangue do receptor. Tais formula—
¢es podem ser convenientemente preparadas dissolvendo
ingredientes activo sélido em &gua para produzir uma solu-—
cHo agquosa, & tornande as referidas soluclhes sstéreis. A
formulagio pode ser apresentada em recipientes de dose
unitaria ou maltipla, por exemplo, em frascos ou ampolas

seladas.

Sl
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Outras Realizagie

I

A descric¥e antzcedentes limitou-s& & reali-
zac¥es especificas deste invento. Contddo, & evidente que
poden ser efectuadas variacles & modificagles a sste inven—
to, com a consecugHo de algumas ou todas as vantagens deste
invento.

For sxemplo, oubros componentes, tals como
péptidos, foram identificados no veneno de Dolomedes okefe-—
nokiensis. Alguns destes compostos, por uma acg¥o similar &
do DOCI & DOCSE, mostram tambem actividade de blogusioc do
canal de célcio & estio dentro do &mbite do pressnte inven-
to. Adicionalmente, & de esperar gue os compostos sintati-
cos gque tEm estructuras gues representam variagles da estru-
tura poliamina de DOCL & DOCE  funcionem duma forma similar
ao DOCY e DOCE, encontrando—se tals compostos no Embito  do
invéﬂtnn

Sutras realizacies estlo inseridas nas

reivindicaces seguintes.

yASES MY RQUES 1579%
Anee Oposl
da Feoprecis
Corlbrio - micw Ca

induzirizl
- 30, 3 Y
Concelged, 9y -

1160 AN
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Cambridge Neuroscience/Calcium

04585/003PT1 O
“lhashzs
DESCRICAO &7
REIVINDICACOES - j/
1a2. - Composto substancialmente puro da for-
mula:
Z
R1 x N
~ \\JCHR4)me/

Ny

caracterizado por
cada R1 e R2 ser independentemente H, CH3, CF3, F, C1,
Br, I, OH, OCHj, OCF,, benziloxi, SH, SCH3, NH,, N3, NO,
CN, COOH, CONHZ, CHZCONHZ, ou SOZNHZ;
R, ser H, CH;, COOH, CONH,, ou COOR onde R é alquilo
cada R,, ser independentemente, H ou alquilo Ci_e?

Z Z Z
/ \ - \N
Yser N-D ou T-N-D onde T € (CHZ)n ’

Z Z Z Z Z
/ / \ \ \
N(CHy) -N(CH,), 7 N(CH,) -N(CH,) -N(CH,), , ou

i S f

/
N - - -
(CH2)n N(CH2)n N(CHZ)n &(CHZ)n
cada Z ser independentemente H, CH3, ou Q onde Q e um
acilo hidrofdbico, benzoilo, fenacetilo, benziloxicarbo-
nilo, alcoxicarbonilo, ou N-metil-dihidropiridina-3-car-
bonilo, e esta ligado a N por uma ligacdo amida que & cli+
vavel por um enzima do sistema nervoso central endbgeno;
D ser H ou %fNHRS onde R5 e H ou alquilo C1_4;

NH

m ser um nimero inteiro de 2 a 12, inclusivé; e

cada n ser, independentemente, um namero inteiro de 2 a
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1 g @gé;,

Rt
\\.\
(12, inclusivé; ou um seu sal. 7
2a. - Composto de acordo com a reivindicacdo
1 caracterizado por R1 ser H, CH3; CF3, F, Cl1, Br, I, OH,

NH,, NO,, CONH,, ou SO,NH,.
3a. - Composto de acordo com a reivindicacao
1 caracterizado por R, ser H, CH3, CF3, F, Cl, Br, I, OH,

NH,, NO,, CONH,, ou SO,NH,.

42, -~ Composto de acordo com a reivindicacado
1 caracterizado por R3 ser H, CH3, ou CONH,.

52, - Composto de acordo com a reivindicacdo
1 caracterizado por R4 ser H, CH3, CzHS' C3H7, ou C4H9.

6a, - Composto de acordo com a reivindicacdo
1 caracterizado por X ser CH,, CH=CH, CH,CH,, ou CH,CH,CH,.
72, - Composto de acordo com a reivindicaciao
1 caracterizado por Z ser H ou CH3.

8a. - Composto de acordo com a reivindicacgdo
1 caracterizado por R1 ser OH; cada R2, R3, R4 e 7Z ser H;

m ser 3 ou 5;

Y ser H H H H

| |
-N (CH ~N-D

-e

| {
N(CHz)n-N(CH

2)n 2)n

L. NH
¢
D ser H ou —CH2
e cada n, independentemente, ser 3, 4 ou 5.
9a, -~ Composto de acordo com a reivindicacéo
1 caracterizado por m ser 8, 10, ou 12; e Y ser

N-D,  T-NH, ou T-NH~C-NH,
| ]

Z NH
102, ~ Composto de acordo com a reivindicacio
1, caracterizado por Q ser acilo ou benzoilo,

112. - Composto de acordo com a reivindicacdo
1, caracterizado por Q ser fenacetilo, benziloxicarbonilo,

bu alcoxicarbonilo,
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122. ~ Composto de acordo com a reiviﬁdlcagéo
1, caracterizado por Q ser N-metil-dihidropiridina-3-carbonii
lo ligado a N por uma ligacdo amida.

13a. - Composto de acordo com a reivindicacéo
1, caracterizado por m ser 8, 10 ou 12; e Y ser NH2 ou
NH-%—NHz

NH

142, - Composto de acordo com a reivindicacao
1, caracterizado por cada R3 e R4 ser H; X ser CH2, Y ser
T-NH,; m ser 2, 3, 4,5, ou 6; e cada n.ser, independentemen.
te, 2, 3, 4, 5, ou 6.

15a.
14, caracterizado por R1 ser OH, R, ser H, e cada Z ser H.

Composto de acordo com a reivindicacio

162, - Composto de acordo com a reivindicagao
15, caracterizado por m ser 3 ou 5 e cada n ser, independen-
temente, 3 ou 5,

17a. - Composto de acordo com a rgivindicagéo
16, caracterizado por ter a seguinte formula:
on H H H H
.)y\V/A\,/“\V/FLV/”\v/N\¢/“\V/N\v/”\\/’NH2
> B
N
H

18a. ~ Composto de acordo com a reivindicacao

16, caracterizddo por ter a seguinte formula:
OH H H H H
N N N .
N AN o~ e LS T e
§ |
H

192, ~ Composto de acordo com a reivindicacdo

16, caracterizado por ter a seguinte formula:

H -
OH . -
N (I)l  H 2
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N ¢

20a, - Composto de acordo com a reivindicacdo
14, caracterizado por cada R1 e R2 ser H; e cada Z ser H e
cada m e n ser independentemente 3 ou 5.

212, - Composto de acordo com a reivindicacdo
20, caracterizado por ter a seguinte formula:

’/)q’/A\V/,\\//\qn//\\’/N\N’/N\//\\N/’~\V/A\NH

H H H 2
I H
A\ 0

H
22a. - Composto de acordo com a reivindicacgdo
14, caracterizado por R; ser o6xido de benzilo, R, ser H ,

cada z2 ser H, e cada m e n ser, independentemente 3 ou 5.

23a. - Composto de acordo com a reivindicacédo
22, caracterizado por ter a seguinte formula:

OBZ
’)N//\\//\\/A\ﬁy/\\/A\N/’\V/N\N//jv/\\NH2
|' H H H H
(6]
H
24a. - Composto de acordo com a reivindicacao

14, caracterizado por R1 ser Oxido de benzilo, R, ser H, cadg
Z ser H, e cada m e n ser, independentemente 3 ou 6.

25a. -~ Composto de acordo com a reivindicacdo
24, caracterizado por ter a seguinte formula:

"OBZ NN N T %
H H H

N\ H
H

26a. - Composto de acordo com a reivindicacdo
14, caracterizado por cada Ry e Ry ser H, cada % ser H, e
cada m e n ser, independentemente 3 ou 4.

27a. - Composto de acordo com a reivindicagao
26, caracterizado por ter a seguinte formula:

56

]




Mod. 71 - 20,000 ex. - 92/12

10

16

20

25

30

35

T 3 o~ g V
A3

//\\//\\./’\\,f\jq,»\v/ﬂ\\NH
H//a\J/\N/g g 2

Q e

g

H . s . ~

28a., - Composto de acordo com a reivindicacdo
1, caracterizado por ser um antagonista do canal do calcio.

292, - Composto de acordo com a reivindicacdo
28, caracterizado por ser um antagonista tipo-R dos canais
do calcio nas células neurdnicas dos mamiferos.

30a, -~ Composto de acordo com a reivindicacao
29, caracterizado por as referidas células neurdnicas serem
células de nervos periféricos.

31a2. - Composto de acordo com a reivindicacéao
29, caracterizado por as referidas células neurdnicas serem
células do sistema nervoso central. -

32a. - Composto de acordo com a reivindicagi®d
28, caracterizado por ser um antagonista tipo-IL dos canais
do calcio nas ¢é€lulas neurdnicas dos mamiferos.

332, -~ Composto de acordo com a reivindicacao
32, caracterizado por as referidas células neurdnicas serem
células de nervos periféricos.

34a. - Composto de acordo com a reivindicacao
32, caracterizado por as referidas c€lulas neurdnicas serem
células do sistema nervoso central.

352, - Composto de acordo com a reivindicacdo
28, caracterizado por ser um antagonista tipo-R dos canais
do cadlcio nas células cardiovasculates dos mamiferos.

36a. - Composto de acordo com a reivindicacdo
28, caracterizado por- ser un antagonista tipo-L dos canais
do calcio nas células cardiovasculares dos mamiferos.

3787 -~ Composto de acordo com a reivindicagdo
28, cafacterizado por bloquear reversivelmehte os canais do
calcio.
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383. - Composto de acordo com a reivindicacio
28, caracterizado por bloquear os canais do cilcio num grau
superior ao que bloqueia os canais do sddio.

39a. ~ Composicao farmacéutica para o trata-
mento de um estado caracterizado pelo afluxo de calcio para
dentro das células, composicdo caracterizada por consistir
numa quantidade terapéuticamente eficaz do composto da rei-
vindicagdo 28 e num veiculo farmacéuticamente aceitivel.

40a. - Composigdo farmacéutica de acordo com
a reivindicacdo 39, caracterizada por as reféridas células
serem células neurdnicas.

41a2. - Composicdo farmacéutica de acordo com
a reivindicagdo 40, caracterizada por o referido composto
ser capaz de atravessar a barreira sanguinea cerebral de
um mamifero.

422, - Composicdo farmacétitica de acordo com
a reivindicacdo 40, caracterizada por o referido estado ser
um acidente vascular cerebral (AVC) , um traumatismo craneo-
encefalico, doenca de Alzheimer, deméncia multienfartes,
outras classes de deméncia, doenca de Korsakoff, uma neuro-
patia causada por uma infeccdo viral do cérebro ou da espi-
nal medula, esclerose lateral amiotrdfica, convulsOes, crised
epiléticas, doencas de Huntington, amnésia, ou danos no sis-
tema nervoso resultantes da reducdo do fornecimento de oxi-—
génio, venenos ou-outras substdncias téxicas.

432. - Composicdo farmacéutica de acordo com
a reivindicagdo 39, caracterizada por as referidas células
serem células cardiovasculares.

44a. - Composicdo farmacéutica de acordo com
a reivindicagdo 43, caracterizada por o referido estado ser
hipertensdo, arritmia cardiaca, angina de peito, dano provo-
cado por hipoxia do sistema cardiovascular, dano provocado
por isquémia do sistema cardiovascular, enfarte do miocardig
ou insuficiéncia cardiaca congestiva.

452. - Preparacdo substancialmente pura, obti-
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AR 3

da segundo as regras da arte, de um composto de acordo com
a reivindicagao 1, caracterizads por se encontrar presente
numa aranha da familia Pisauridae e funcionar como um anta
gonista do canal do calcio.
46a, - Preparagao de acordo com a reivindica
cdo 45, caratterizada por o referido composto ndo ser um po
lipéptido.
47a. - Preparacao de acordo com a reivindica
cao 46, caracterizada por o referido composto ser uma poli~
amina,
48a. - Preparacao de acordo com a reivindica
cdo 45, caracterizada por a referida aranha ser do género
Dolomedes.

49a, - Preparacao de acordo com a reivindi-
cacdo 48, caracterizada por o referido composto ser uma poli
amina.

50a. - Preparacao de acordo com a reivindica
gao 48, caracterizada por a referida aranha ser da espécie
okefenokiensis.

51a. - Preparagdo de acordo com a reivindica
c3o 50, caracterizada por o referido composto ser uma poli-
amina.

52a, - Preparacao substancialmente pura,
obtida segundo as regras da arte, de cum composto de acordo
com a reivindicagdao 1, caracterizado por se encontrar presen
te numa aranha da familia Ctenidae e funcionar como um anta-
gonista do canal do calcio.

53a. - Preparacao de acordo com a reivindi-
cacao 52, caracterizada por a referida aranha ser do género
Ctenus ou Phoneutria .

54a. - Preparacdo de acordo com a reivindica
¢ao 53, caracterizada por a referida aranha ser da esﬁécie

Ctenus captiosus .

55a. - Preparacao substancialmente pura,
obtida sequndo as regras da arte, de um composto de acordo c

a reivindicagao 1, caracterizado por se encontrar presente
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-do que 25 microlitros.

numa aranha da familia Lycosidae e funcionar como um anta-
gonista do canal do calcio.

56a. - Preparacdo de acordo com a reivindica

cdo 55, caracterizada por a refeirida aranha ser do género
Sosippus.

57a. ~ Preparacdo de acordo com a reivindi-
cagdo 56, caracterizada por a referida aranha ser da espécie
californicus.

58a. - Processo de obtencdo de uma prepara-
c@o dum antagonista do canal do cilcio, caracterizado por
incluir as etapas de seleccdao duma aranha gue naturalmente
nao utiliza teias para capturar as suas presas, de recolha
do veneno da referida aranha, de fraccionamento do referido
veneno, e de identificagdo da fraccdo do referido veneno que
mostre bloguear a actividade dos canais do cilcio.
59a. - Processo para identificacdo de uma
substancia capaz de afectar o transporte através da membrana
de uma molécula ou de um ifo, caracterizado por consistir nas
seguintes etapas, num volume de reacgdo ndo excedendo os 50
microlitros:
fornecer uma preparacdo de células, organelcs
ou membranas vesiculares;
adicionar a referida preparacdo uma quanti-
dade duma molécula ou dum ifo marcado para
ser identificavel; e
comparar (a) o nivel da referida molécuta ou
ido marcado recebido pelas referidas célu-
las, organelos ou membranas Vesiculares na
presenca da referida substdncia, com (b) o
nivel recebido pelas referidas células, orga-
nelos ou vesiculas membranosas na auséncia da
" referida substancia.
60a. - Processo de acordo com a reivindicacdo

P9, caracterizado por o referido volume de reaccdo ser menor
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612a. - Processo de acordo com a reivindica-
cdo 60, caracterizado por o referido volume de reaccdo ser
menor do que 10 microlitros.

62a. - Processo de acordo com a reivindica-
cdo 59, caracterizado por a referida substancia incluir um
componénte de um veneno de aranha.

632. - Processo de acordo com a reivindica=
gao 59, caracterizado por a referida preparagdo incluir cé-
lulas de mamifero.

642. - Processo de acordo com a reivindica-
cao 59, caracterizado por a referida preparacdo incluir or-
ganelos de mamifero.

65a. - Processo de acordo com a reivindica-
cdao 59, caracterizado por a referida preparacao incluir mem-
branas vesiculares de mamifero.

66a. - Processo de acordo com a reivindica-
cao 59, caracterizado por a referida molécula ou ido ser um
ido metalico.

_ 67a. - Processo de acordo com a reivindica-
¢do 66, caracterizado por o referido ido metdlico ser um
ido Ca *+2 ou Na‘t .

682. - Processo de acordo com a reivindica-
gao 63, caracterizado por as referidas células estarem liga-

dds a um suporte solido.

692. - Processo de acordo com a reivindica-
gdo 68, caracterizado por o referido suporte sdlido incluir
corddes microtransportadores. 7

702, - Processo de acordo com a reivindica-
cdo 63, caracterizado por as referidas células estarem liga
das a um suporte microporoso.

712. - Processo de acordo com a reivindica-

cdo 70, caracterizado por o referido suporte microporoso
incluir um filtro microporoso.

 722. - Antagonista do canal do calcio, carac
terizado por ser identificado pelo processo de acordo com a

61
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reivindicacao 67.

, 73a. - Antagonista do cahal do calcio de
acordo com a reivindicacao 72, caracterizado por o referido
antagonista do canal do cilcio ser um constituinte de veneno

de aranha.
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