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“COMPOSTOS DE LIGACAO DE AMILOIDE
E COMPOSICAO FARMACEUTICA”
RELATORIO DESCRITIVO
REFERENCIA REMISSIVA
A PEDIDOS DE PATENTE CORRELATOS

[0001] Este € uma continuacao em parte do Pedido de Patente US
10/388.173, depositado em 14 de marco de 2003, e Pedido de Patente
US 10/645.847, depositado em 22 de agosto de 2003, ambos os quais

sao incorporados como referencia em sua totalidade.
CAMPO DA INVENCAO

[0002] A presente invencao refere-se a compostos de tioflavina e
derivados especificos que sdo adequados para imageologia de depdsitos
de amiléides em pacientes vivos. Mais especificamente, a presente
invencao refere-se a um método para imageologia in vivo de depdsitos de
amildlides no cérebro para permitir o diagndstico ante-mortem da
doenca de Alzheimer com derivados de tioflavina. A presente invencéao

refere-se também aos usos terapéuticos de tais compostos.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0003] A doenca de Alzheimer (“AD”) € um mal neurodegenerativo
caracterizado por perda de memdria e outras deficiéncias cognitivas.
McKhann e colaboradores, Neurology 34:939 (1984). E a causa mais
comum de deméncia nos Estados Unidos. A AD pode atingir pessoas
tdo jovens quanto 40-50 anos de idade, ainda, porque a presenca da
doenca é dificil de se determinar sem uma bidpsia cerebral perigosa, a
momento de instalacao € desconhecido. Predominantemente a AD

aumenta com a idade, com uma estimativa da populacao afetada
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atingindo até 40-50% na idade de 85-90 anos. Evans e colaboradores,
JAMA 262:2551 (1989); Katzman, Neurology 43:13 (1993).

[0004] Estudos sugerem que a deposicdo amiloidética no cérebro é um
evento causativo precoce na patogénese da doenca de Alzheimer (AD). A
progressao da deposicao amiloidédtica resulta na formacao de placas
neuriticas e emaranhados neurofibrilares em regidoes do cérebro que
estdao envolvidas no aprendizado e memoéria. Uma placa neuritica de
Alzheimer tipica compreende neuritos distréficos circundando um
nucleo de material amiléide. O componente principal do nucleo
amil6ide € uma proteina chamada de beta-amildide (Ap).

[0005] Na pratica, a AD é definitivamente diagnosticada através do
exame do tecido cerebral, usualmente na autépsia. Khachaturian, Arch.
Neurol. 42:1097(1985); McKhann e colaboradores, Neurology 34:939
(1984). Neuropatologica-mente, esta doenca € caracterizada pela
presenca de placas neuriticas (NP), emaranhados neurofibrilares (NFT),
e perda neuronal, em conjunto com uma variedade de outras
observacoes. Mann, Mech. Ageing Dev. 31:213 (1985). Amostras post-
mortem de tecido cerebral de vitimas da doenca de Alzheimer exibem a
presenca de amildide na forma de nucleos extracelulares proteinaceos
de placas neuriticas que sao caracteristicas da AD.

[0006] Os nucleos amildides destas placas neuriticas sao compostos de
uma proteina chamada [B-amiléide (AB) que € disposta
predominantemente em uma configuracdo em placa beta. Mori e
colaboradores, Journal of Biological Chemistry 267:17082 (1992);
Kirschner e colaboradores, PNAS 83:503 (1986). Placas neuriticas sao
um aspecto precoce e invariavel da doenca. Mann e colaboradores, J.
Neurol. Sci. 89:169; Mann, Mech. Ageing Dev. 31:213 (1985); Terry e
colaboradores, J. Neuropathol. Exp. Neurol 46:262 (1987).

[0007] A deposicao inicial de AP ocorre provavelmente muito antes que
os sintomas clinicos sejam observaveis. O “critério microscopico
minimo” atualmente recomendado para o diagnéstico de AD é baseado

no numero de placas neuriticas encontradas no cérebro. Khachaturian,
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Arch. Neurol., supra (1985). O acesso a contagem de placas neuriticas
deve ser retardada até apds a morte, entretanto.

[0008] Placas neuriticas contendo amiléide sao caracteristicas
predominantes de areas seletivas do cérebro na AD, bem como na
sindrome de Down e em individuos homozigotos para o alelo da
apolipoproteina E4, os quais sao muito provaveis de desenvolver a AD.
Corder e colaboradores, Science 261:921 (1993); Divry, P., J. Neurol
Psych. 27:643-657 (1927); Wisniewski e colaboradores, em Zimmerman,
H. M. (ed.): PROGRESS IN NEUROPATHOLOGY (Grune and Stratton, N.
Y. 1973) pgs. 1-26.

[0009] O amildide cerebral € facilmente demonstrado pela marcagao de
secoes cerebrais com tioflavina S ou vermelho do Congo. Puchtler e
colaboradores, J. Histochem. Cytochem. 10:35 (1962). O amiléide
marcado com vermelho do Congo é caracterizado por um aparecimento
dicréico, exibindo uma polarizacdo colorida amarelo-verde. A ligacéo
dicréica € o resultado da estrutura em placa beta das proteinas
amiloéides. Glenner, G.N. Eng. J. Med. 302:1283 (1980). Uma
discussdo detalhada da bioquimica e histoquimica de amiléide pode ser
encontrada em Glenner, N. Eng.J. Med., 302:1333 (1980).

[00010] Até hoje, o diagnodstico da AD foi obtido principalmente
através da avaliacao de critérios clinicos, biopsia cerebral e estudos de
tecidos post-mortem. Esforcos de pesquisa para desenvolver métodos
para o diagnostico da doenca de Alzheimer in vivo incluem (teste
genético), (2) métodos de imunoensaio e (3) técnicas de imageologia.
[00011] A evidencia de que anomalias no metabolismo de AP sao
necessarias e suficientes para o desenvolvimento de AD é baseada na
descoberta de mutag¢dées pontuais na proteina precursora de A em
varias familias raras com uma forma dominante autossémica de AD.
Hardy, Nature Genetics 1:233 (1992); Hardy e colaboradores, Science
256:184 (1992). Estas mutag¢des ocorrem proximas aos pontos de
clivagem terminais necessarios para a geracao de AP a partir de sua

proteina precursora. St. George-Hyslop e colaboradores, Science
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235:885 (1987); Kang e colaboradores, Nature 325:733(1987); Potter
WO 92/17152. A analise genética de um grande numero de familias AD
demonstrou, entretanto, que a AD é geneticamente heterogénea. St.
George-Hyslop e colaboradores, Nature 347:194 (1990). A ligacao a
marcadores do cromossomo 21 € demonstrada em apenas algumas
familias com AD instalada precocemente e em nenhuma familia com AD
instalada tardiamente. Mais recentemente foi identificado por
Sherrington e colaboradores, Nature 375:754-760 (1995), um gene no
cromossomo 14 cujo produto prevé-se conter dominios transmembrana
multiplos e se assemelha a uma proteina de membrana integral. Este
gene pode ser responsavel po até 70% da AD dominante autossdomica
instalada precocemente. Dados preliminares sugerem que esta
mutacdo do cromossomo 14 provoca um aumento na producdo de APB.
Scheuner e colaboradores, Soc. Neurosci. Abstr. 21:1500 (1995). Uma
mutacdo em um gene muito semelhante foi identificada no cromossomo
1 de familias volga-alemas com AD instalada precocemente. Levy-
Lahad e colabora-dores, Science 269:973-977 (1995).

[00012] A varredura para o genétipo da apolipoproteina E foi
sugerida como um auxilio no diagndstico da AD. Scott, Nature 366:502
(1993); Roses, Ann. Neurol. 38:6-14 (1995). No entanto, ocorrem
dificuldades com esta tecnologia, tendo em vista que o alelo da
apolipoproteina E4 é€ apenas um fator de risco para a AD, nao um
marcador da doenca. Esta ausente em muitos pacientes de AD e
presente em muitos individuos idosos nao demenciados. Bird,
Ann.Neurol. 38:2-4 (1995).

[00013] Foram desenvolvidos métodos de imunoensaio para a
deteccao da presenca de marcadores neuroquimicos em pacientes de
AD e para detectar uma proteina amildide relacionada com AD em
fluido espinal. Warner, Anal. Chem. 59:1203A (1987); Patente
Internacional 92/17152 por Potter; Glenner e colaboradores,
documento de Patente US 4.666.829. Nao se provou que estes métodos

para o diagnostico de AD detectam AD em todos os pacientes,
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particularmente nos estagios iniciais da doenca e sao relativamente
invasivos, requerendo puncao lombar. Da mesma forma, foram
realizadas tentativas para se desenvolver anticorpos monoclonais como
sondas para a imageologia de AB. Majocha e colaboradores, J. Nucl
Med., 33:2184 (1992); Majocha e colaboradores, WO 89/06242 e
Majocha e colaboradores, Patente US 5.231.000. A principal
desvantagem das sondas de anticorpos € a dificuldade em fazer-se que
estas moléculas grandes atravessem a barreira hematoencefalica. A
utilizacdo de anticorpos para o diagndstico in vivo de AD requer
anomalias marcadas na barreira hematoencefalica de maneira a ter-se
acesso ao cérebro. Nao existe qualquer evidencia funcional convincente
de que anomalias na barreira hematoencefalica existam seguramente
na AD. Kalaria, Cerebrovascular & Brain Metabolism Reviews 4:226
(1992).

[00014] Peptideo AP radiomarcado foi utilizado para marcar
placas compactas e do tipo neuritico em secoes de cérebro com AD. Ver
Maggio e colaboradores, WO 93/04194. Entretanto, estes peptideos
comparti-lham todas as desvantagens dos anticorpos. Especificamente,
os peptideos normalmente ndo atravessam a barreira hematoencefalica
em quantidades necessarias para imageologia e, tendo em vista que
estas sondas reagem com placas difusas, podem nao ser especificas
para AD.

[00015] Placas neuriticas e emaranhados neurofibrilares sao as
duas indicag¢does patologicas mais caracteristicas da AD. Klunk e
Abraham, Psychiatric Development, 6:121-152 (1988). As placas
ocorrem inicialmente no neocortex onde sao relativamente distribuidas
de modo homogéneo. Thal e colaboradores, Neurology 58:1791-1800
(2002). Os emaranhados aparecem primeiro nas areas limbicas, tais
como o coOrtex transentorrinal e progridem em um padrao topografico
previsivel para o neocortex. Braak e Braak, Acta Neuropathologica
82:239-259 (1991). Arnold e colaboradores mapearam a distribuicao de

ENF e placas neuriticas nos cérebros de pacientes com AD. Arnold e
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colaboradores, Cereb. Cortex 1: 103-116 (1991). Em comparacao com
ENF, as placas neuriticas eram, em geral, distribuidas mais uniforme-
mente através do cortex, com a excecdo de umas poucas placas
neuriticas notadamente no perialocortex e alocértex limbicos (as areas
com maior densidade de ENF). Pela marcacdo com tioflavina S, os
lébulos temporal e occipital apresentaram as densidades de placa
neuritica mais elevadas, os l6bulos limbico e frontal apresentaram as
mais baixas, e o 16bulo parietal foi intermediario. Arriagada e colabora-
dores, Neurology 42:1681-1688 (1992). Arriagada et al estudaram a
distribuicdo topografica das alteracoes patologicas do tipo AD nos
cérebros de individuos idosos presumidamente nao demenciados. Suas
observagoes sugerem que a maioria dos individuos com idade acima de
55 anos apresenta pelo menos um pouco de ENF e placas. Subtipos
imunohistoquimicamente definidos de SP apresentaram padroes
distintos de distribuicdo com placas AB imunoreativas presentes nas
areas neocorticias muito maiores que nas areas limbicas e placas Alz-50
imunoreativas sendo nao frequentes e se limitandoaquelas areas que
contém neurodnios Alz-50-positivos e ENF. Estes padroes sugerem uma
existéncia de atributos comuns nos processos patologicos que levam ao
ENF e SP tanto no envelhecimento quanto na AD.

[00016] Permanece o debate quanto a se as placas e
emaranhados sao sub-produtos do processo neurodegenerativo
encontrado na AD ou se sdo a causa de morte celular neuronal. Ross,
Current Opinion in Neurobiol. 96:644-650(1996); Terry, J. of Neuropath.
& Exp. Neurol. 55:1023-1025(1996); Terry, J. Neural Transmission-
Suppl. 53:141-145 (1998). E clara a evidéncia de que a perda sinaptica
neorocortical e hipocampal se correlaciona bem com status cognitivo
pré-moérbido.  Alguns pesquisadores sugerem que a ruptura da
estrutura e funcao microtubular, causada pela hiperfosforilacao da
proteina associada a microtubulos, tau, representa o papel etiolégico
chave na perda sinaptica em particular e na AD em geral. Terry, J. of
Neuropath. & Exp. Neurol. 55:1023-1025 (1996); Terry, J. of Neural
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Transmission-Suppl. 53:141-145 (1998). Dano oxidativo e ruptura de
membrana foram propostos como representando papéis importantes na
AD. Perry, Free Radical Biology & Medicine 28:831-834 (2000);
Pettegrew e colaboradores, Annals of the New York Academy of Sciences
826: 282-306 (1997). Fatores vasculares incluindo hipoperfusao
cerebral sutil cronica foram também implicados na patogénese da AD.
De la Torre, Annals of the New York Academy of Sciences 903:424-436
(2000); Di Iorio e colaboradores, Aging (Milano) 11:345-352 (1999).
Enquanto todos estes fatores sdo provaveis de representar algum papel
na patogénese da AD, aumentam as evidéncias apontando para
anomalias no processamento do peptideo beta-amildide (AB), um
peptideo de 4 kD que se agrega em uma estrutura em placa B fibrilar.
Glenner e Wong, Biochemical & Biophysical Research Communications
120:885-890 (1984). Foi proposto que a AP representa um papel
importante na patogénese da AD por varias razdes: 1) depositos de AP
sao os marcadores neuropatolégicos mais precoces da AD na sindrome
de Down, e pode preceder a formacao de ENF por varias décadas; Mann
e colaboradores, Neurodegeneration 1:201-215 (1992); Naslund, e
colaboradores, JAMA 283:1571-1577 (2000). 2) a B-amiloidose é relati-
vamente especifica para AD e distirbios proximamente relacionados;
Selkoe, Trends in Neurosciences 16:403-409 (1993). 3) a AP é toxica
para neurdnios cultivados, Yankner, Neurobiol Aging 13:615-616
(1992); Mattson e colaboradores, J. Neuroscience 12:376-389 (1992);
Shearman e colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:1470-1474
(1994), uma toxidez que aparentemente &€ dependente da estrutura
secundaria em placa B e agregacao em pelo menos oligdmeros. Lambert
e colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:6448-6453 (1989); Pike e
colaboradores, J. Neuroscience 13:1676-1687 (1993); Simmons e
colaboradores, Molecular Pharmacology 45:373-379 (1994). Embora
seja certo que a AP existe em um equilibrio distribuido por fracoes
monomeéricas, oligoméricas e fibrilar/placa, a forma oligomérica da AB

foi fortemente implicada como sendo o componente neurotoxico chave.
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Selkoe, Alzheimer disease, editado por R.D. Terry, e colaborado-res, pp.
293-310 Lippincott Williams e Wilkins, Filadélfia (1999); Selkoe, Science
298,789-91 (2002). O reconhecimento dos efeitos toxicos da AP
oligomérica formou uma base para a solucgdo para alguns oponentes da
“hipétese da cascata amiléide” da AD. Terry, Ann. Neurol.,, 49:684
(2001). Talvez a evidéncia mais forte do papel da AB na patogénese da
AD venha da descoberta de mutacdes no gene da proteina precursora
amiléide (APP) o que levou a algumas formas de AD familiar instalada
precocemente. Goate e colaboradores, Nature 349:704-706 (1991).
Adicionalmente, todas as formas familiares de AD dominante autosso-
mica tém em comum um nivel elevado da forma da AR de 42 amino-
acidos que agrega mais rapidamente. Younkin Rinsho Shinkeigaku -
Clinical Neurology 37:1099 (1997). Em contraste, nenhuma mutacao
na proteina tau mostrou-se como sendo causadora da AD. Em vez
disto, as mutacdes na tau (cromossomo 17) sdo ligadas a deméncia
fronto-temporal com parkinsonismo. Goedert e colaboradores, Neuron
21:955-958 (1998). Evidéncia recente mostrou uma boa correlacao
entre os niveis de AR no cérebro e o declinio cognitivo na AD, e a
deposicao de amildéide aparenta ser um evento muito precoce, talvez
mesmo o primeiro, na patogénese da AD, precedendo qualquer
diminuicdo da capacidade cognitiva. Naslund, e colaboradores, JAMA
283:1571-1577 (2000). Sua presenca pode modular um numero de
rotas bioquimicas que resultam na deposicdo de ainda outras proteinas,
na ativagdo da astroglia e microglia, e eventualmente morte celular
neuronal e consequente disfuncao cognitiva.

[00017] Dados sugerem que compostos que se ligam a amildide
apresentam potencial terapéutico na AD e diabetes melito tipo 2.
Reacoes morfolégicas, incluindo astrocitose reativa, neurites distréficas,
células de microglia ativadas, perda sinaptica, e ativacao complementar
completa encontrada em torno de placas neuriticas, todas significam
que processos neurotdéxicos e degenerativos celulares estao ocorrendo

nas areas adjacentes a estes depositos de AB. Joachim e colaboradores,
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Am. J. Pathol. 135:309 (1989); Masliah e colaboradores, loc. cit.
137:1293 (1990); Lue e Rogers, Dementia 3:308 (1992). Neurotoxidade
induzida por AP e degeneracao celular foram reportadas em um numero
de tipos celulares in vitro. Yankner e colaboradores, Science 250:279
(1990); Roher e colaboradores, BBRC 174:572 (1991); Frautschy e
colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. 88:83362 (1991); Shearman e
colaboradores, loc. cit. 91:1470 (1994). Foi demonstrado que a
agregacao do peptideo AR € necessaria para a neurotoxidade in vitro.
Yankner, Neurobiol. Aging 13:615 (1992). Recentemente, trés laborato-
rios reportaram resultados que sugerem que o vermelho do Congo inibe
neurotoxidade induzida por AP e degeneracao celular in vitro. Burgevin
e colaboradores, Neuro Report 5:2429 (1994); Lorenzo e Yankner, Proc.
Natl. Acad. Sci. 91:12243 (1994); Pollack e colaboradores, Neuroscience
Letters 184:113 (1995); Pollack e colaboradores, Neuroscience Letters
197:211 (1995). O mecanismo parece envolver tanto a inibigcdo da
formacao de fibrila quanto a prevencao das propriedades neurotoxicas
das fibrilas formadas. Lorenzo e Yankner, Proc. Natl Acad. Sci.
91:12243 (1994). Demonstrou-se que o vermelho do Congo protege as
células da ilhota pancreatica contra a toxidez causada pela amilina.
Lorenzo e Yankner, Proc. Natl. Acad. Sci. 91:12243 (1994). Amilina é
um peptideo fibrilar semelhante a AB que € acumulado no pancreas em
diabetes melito tipo 2.

[00018] E conhecido na técnica que certos corantes azo, tais
como vermelho do Congo, podem ser carcinogénicos. Morgan e
colaboradores, Environmental Health Perspectives, 102 (supl.) 2:63-78,
(1994). Este potencial carcinogénico parece ser grandemente baseado
no fato de corantes azo serem extensivamente metabolizados a amina
parental pelas bactérias intestinais. Cerniglia e colaboradores,
Biochem. Biophys. Res.Com., 107:1224-1229, (1982). No caso de
corantes de benzidina (e muitas outras benzidinas substituidas), é a
amina livre que € carcinogénica. Estes fatos tém poucas implicacoes

para os estudos de imageologia de amildide nos quais uma quantidade
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extremamente pequena do corante radiomarcado com atividade
especifica alta € diretamente injetada na corrente sanguinea. Neste
caso, a quantidade administrada é desprezivel e o corante nao é atacado
pelas bactérias intestinais.

[00019] No caso de uso terapéutico, estes fatos apresentam
importancia critica. A liberagcdo de um carcinogénico conhecido a partir
de um composto terapéutico é inaceitavel. Um segundo problema com
o metabolismo de corante diazo € que a maior parte da droga
administrada € metabolizada pelas bactérias intestinais antes de sua
absorcdo. Esta biodisponibilidade diminuida permanece uma desvanta-
gem mesmo que os metabodlitos liberados sejam indcuos.

[00020] A tioflavina T € um corante basico primeiro descrito como
um corante seletivo de amiléide em 1959 por Vassar e Culling, Arch.
Pathol. 68:487 (1959). Schwartz e colaboradores, Zbl. Path. 106:320
(1964), foram os primeiros a demonstrar o uso da tioflavina S, um
corante acido, como um corante de amiléide em 1964. As propriedades
tanto da tioflavina T quanto da tioflavina S tém sido desde entédo
estudadas em detalhes. Kelenyi, J. Histochem. Cytochem. 185:172
(1967); Burns e colaboradores, J. Path. Bact. 94:337(1967); Guntern e
colaboradores, Experientia 48:8 (1992); LeVine, Meth. Enzymol. 309:274
(1999). A tioflavina S € comumente utilizada no estudo post-mortem da
deposicao amiloidotica em cérebro com AD, onde se mostrou como
sendo uma das técnicas mais sensiveis para se demonstrar placas
senis. Vallet e colaboradores, Acta Neuropathol 83:170 (1992). A
tioflavina T tem sido freqiientemente utilizada como um reagente para
se estudar a agregacao de proteinas amildides soluveis em fibrilas em
placa beta. Levine, Proc. Sci. 2:404 (1993). Derivados de amina
quaternaria relacio-nados a tioflavina T foram propostos com agentes de
imageologia de amil6éide, embora nenhuma evidencia da absorcéo
cerebral destes agentes tenha sido apresentada. Caprathe e
colaboradores, Patente US 6.001.331.

[00021] Uma vez que a deposicao de amildide pode ocorrer antes
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que os sintomas clinicos da AD sejam observaveis, a deteccao e
quantificacdo dos depodsitos amiloidoticos poderia facilitar o diagnoéstico
da AD em seus estagios iniciais pré-sintomaticos. Ver Patente US
6.417.178. Técnicas de imageologia, tais como tomografia por emissao
positronica (PET) e tomografia computorizada por emissdo de féton
unico (SPECT), sao efetivas no monitoramento do acimulo de depdsitos
amiloidéticos no cérebro e na correlacdo destes com a progressao da
AD. a aplicacao destas técnicas requer o desenvolvimento de
radioligantes que entrem facilmente no cérebro e seletivamente se
liquem aos depodsitos amiloidéticos in vivo.

[00022] A incapacidade de se acessar a deposicao amiloidética na
AD até apds a morte impede o estudo desta doenca devastadora. Um
método para quantificar a deposicdo amiloidotica antes da morte €
necessario tanto como uma ferramenta de diagndstico em casos
brandos ou clinicamente confusos quanto no monitoramento da eficacia
de terapias destinadas a prevenir a deposicao de AB. Desta forma,
perma-nece da maior importancia desenvolver-se um meétodo seguro e
especi-fico para o diagndstico de AD antes da morte, por imageologia
amiloid6-tica no cérebro in vivo. Mesmo embora varias tentativas
tenham sido realizadas para se diagnosticar a AD in vivo, atualmente,
nao existe qualquer sonda ante-mortem para amiloide cerebral.
Nenhum meétodo utilizou uma sonda de alta afinidade para amiléide que
tivesse baixa toxidez, pudesse atravessar a barreira hematoencefalica, e
se ligasse mais efetivamente ao cérebro com AD que ao cérebro normal
de maneira a idntificar depésitos amiloidéticos deAD antes da morte do
paciente. Assim, nenhum método in vivo para o diagnodstico de AD
mostrou atender estes critérios.

[00023] Existe a necessidade de compostos que se liguem a
amiléide que nao sejam toxicos e possam atravessar a barreira
hematoencefalica, e, consequentemente, possam ser utilizados em
diagnosticos. Com esta finalidade, os presentes inventores determina-

ram que variando substitui¢coes em diferentes posi¢coes pode aumentar
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a afinidade ligante dependendo da posi¢cao do substituinte.

[00024] Adicionalmente, os presentes inventores desenvolveram
uma série de derivados nao carregados de tioflavina T como agentes de
imageologia amiloidética que exibem alta afinidade por depésitos
amiloidéticos e alta permeabilidade através da barreira hematoence-
falica. @ Estudos intensivos in vitro e in vivo destes agentes de
imageologia amiloidética sugerem que estes se ligam especificamente
aos depodsitos amiloid6ticos a concentracgoes tipicas daquelas obtidas
durante os estudos de tomografia por emissado positronica. No
ambiente complexo do cérebro humano, ligacdo nao especifica dos
compostos de imageologia amiloidética € baixa, mesmo em cérebros de
controle destituidos de depésitos amiloidéticos. A concentracoes
nanomolares, estes compostos parecem nao se ligar aos emaranhados

neurofibrilares.
SUMARIO DA INVENCAO

[00025] Desta forma é uma realizacdo da presente invencao
prover compostos que permitem um método seguro e especifico para o
diagnéstico da AD antes da morte, por imageologia in vivo do amildide
no parénquima cerebral. Os compostos Uteis para este propdsito

apresentam a seguinte formula:

R Rs Rs
R Z
/ Y
Rg/\ i N :
R1o Re  Rs
onde Z is S,NR’, O ou C(R’)2 caso em que a forma tautomérica do anel

heterociclico pode se tornar um indol no qual R’ € H ou um grupo alquil

inferior:
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R|
¢
§>___
g8
\
Rl
Z
/>
onde Y € NRIR2, ORZ?, ou SRZ?; onde o nitrogénio de N ou
R'
¢
g
N
R'  n&o é uma amina quaternaria;

onde cada R! e R2 é selecionado independentemente do grupo
consistindo em H, um grupo alquil inferior, (CH2)nOR’ (onde n= 1, 2, ou
3), CF3, CH2-CH2X, CH2-CH2-CH2X (onde X =F, Cl, Br ou I), (C=0)-R’,
Rph, € (CH2)nRpn (onde n = 1, 2, 3, ou 4 e Rpn representa um grupo fenil
nao substituido ou substituido com os substituintes do fenil sendo
escolhidos de qualquer dos substituintes nao fenil definidos abaixo para

R3-R10 e R’ is H ou um grupo alquil inferior);

cada R3-R!0 independentemente é selecionado do grupo consistindo em
H, F, Cl, Br, I, um grupo alquil inferior, (CH2)nOR’ (onde n = 1, 2, ou 3),
CF3, CH2-CH2X, O-CH2-CH2X, CH2-CH2-CH2X, O-CH2-CH2-CH2X (onde
X =F, Cl, Br oul), CN, (C=0)-R’, N(R’)2, NO2, (C=O)N(R’)2, O(CO)R’, OR’,
SR’, COOR’, Rpnh, CR’=CR’-Rpn, CR2-CR2-Rpn (onde Rpn representa um
grupo fenil ndo substituido ou substituido com os substituintes do fenil
sendo escolhidos de qualquer dos substituintes nao fenil definidos para
RI-R10 e onde R’ € H ou um grupo alquil inferior), um tri-alquil estanho
e um grupo quelante (com ou sem um grupo metalico quelante) da
forma W-L ou V-W-L, onde V é selecionado do grupo consistindo em -
COO-, -CO-, -CH20- e -CH2NH-; W é -(CH2)n onde n =0, 1, 2, 3, 4, ou 5;

e L sao:
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SH HS

[ j [ \u/ ] [S“ ”Sj [ \u/ j

/LJ \\(u \\(\_J

[SH Hsj [ \”/j P /\”_/\ _CHs

ou / \
/S S

onde M é selecionado do grupo consistindo em Tc e Re.

[00026] Outra realizacao refere-se a compostos de formula I:

R2
1
R S
/ NR3R*
N

ou um sal, hidrato, solvato ou pré-droga do composto, onde:

R! é hidrogénio, -OH, -NO2, -CN, -COOR, -OCH20R, alquil C:-Ce,
alquenil Cz-Cg, alquinil Cz-Ce, alcoxi C1-Cs or halogénio, onde um ou

mais dos atomos de R’ podem ser um atomo radiomarcado;

R € alquil C;-Cs, onde um ou mais dos atomos de carbono podem ser

um atomo radiomarcado;

R2 é hidrogénio, um halogénio nao radioativo ou um halogénio

radioativo;

R3 € hidrogénio, alquil C;-Ce, alquenil C2-Cs ou alquinil C2-Cs; €
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R# €& hidrogénio, alquil C;-Ce, alquenil C2-Ce¢ or alquinil Cz-Ce, onde
alquil, alquenil ou alquinil compreende carbono radioativo ou é
substituido com um halogénio radioativo quando R? é hidrogénio ou um

halogénio nao radioativo;

desde que quando R! é hidrogénio ou -OH, R2 é hidrogénio e R* é -
11CH3, entao R3 € alquil C2-Cs, alquenil Cz-Ce or alquinil Cz-Ce; €

ainda desde que quando R! é hidrogénio, R2? hidrogénio e R4 é -
CH2CH2CH>18F, entdao R3 € alquil Cz-Ce, alquenil C2-Ce ou alquinil Ca-
Ce.

[00027] Outra realizacao refere-se a compostos selecionados do
grupo consistindo nas estruturas 1-45, os quais sao uteis nos métodos

descritos:
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13
Br 14 I
\@is Br s v
/ NHCH,
NHCH.
N Y ’
N
15
16
H,CO 1
i S H,CO. S
/>__©-NH2
NH
N / :
N
17 18
H,CO. . I
d S H,CO. s
/ NHCH,
NHCH
N C : / ’
N
19 20
H I
sCOH,CO H,COH,CO. s
N}{Z
> < > / NH,
N
22
I
H,CO0)C s H,CO(0)C s
/>—< >—NH, NH
2
\: : :N \E:]i N/
23 24
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Oi N/>—< >———0H \C[ N/>—< ;—OH

25 2 '
HO, s HO S
OH OH
COo-O—~ O
27 28 1
H,CO s H,CO. s
N N
29 1 30

e
S ENZ
Z\ (/2]
o
X
Z
A ®
o
jao

N

H,N s HN S
/ OCH, / OCH,
\CEN N
34
HO. s HO s
) (E[ gy
\©:N/ -. N '
i 35 36
HO s HO s
NHCH, />——©‘NHCH,
\CEN/ X
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[00028] Ainda outra realizacdo refere-se a um composto ligante
de amiléide apresentando uma estrutura selecionada do grupo

consistindo em:
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Br 1
S Br. s
/>_©—NHCH’ I;[/ NHCH,
N N
15 16
I
H,CO. s : H,CO. s
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36
HO. s
/>_®‘NHCH)
N
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[00029] Ainda noutra realizagdo, os compostos ligantes a amilé6ide
da invencao se liga a AP com uma constante de dissociagado (Kp) entre
0,0001 e 10,0 ptM quando medida pela ligacdo ao peptideo AP sintético
ou tecido cerebral com doenca de Alzheimer.

[00030] Outra realizacao da invencao refere-se a um método para
a sintese de compostos ligantes de amiléide da presente invencéao
apresentando pelo menos um dos substituintes selecionados do grupo
consistindo em 131], 125 123] 76Br, 75Br, 18F, 19F, compreendendo a
etapa de marcagcdo do composto ligante de amiléide, onde pelo menos
um dos substituintes € um tri-alquil estanho, pela reacao do composto
com uma substancia contendo 1311, 125]  123] 76Br, 75Br, 18F, 19F,

[00031] Uma realizacédo adicional da presente invencao refere-se a
uma composi¢cdo farmacéutica para a imageologia in vivo de depésitos
amiloidéticos, compreendendo (a) um composto ligante de amiléide da
presente invencao e (b) um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
[00032] Outra realizagdo da invencao € um meétodo in vivo para a
deteccao de depdsitos amiloidéticos, que compreende as etapas de: (a)

administrar uma quantidade detectavel de wuma composicéo
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farmacéutica compreendendo o composto ligante de amiléide marcado,
e detectar a ligacao do composto ao depodsito amiloidético no individuo.
Em um aspecto preferido desta realizacdo, o depdsito amiloidéotico esta
localizado no cérebro do individuo. Em um aspecto particularmente
preferido desta realizacao, o individuo € suspeito de apresentar uma
doenca ou sindrome selecionada do grupo consistindo em doenca de
Alzheimer, doenca de Alzheimer familiar, sindrome de Down e
homozigotos para o alelo E4 da apolipoproteina. Ainda noutro aspecto
particularmente preferido desta realizacao, a detecgcdo € selecionada do
grupo consistindo em imageologia gama, imageologia por ressonancia
magnética e espectroscopia por ressonancia magnética. Em um aspecto
preferido desta realizacao, a imageologia gama é ou PET ou SPECT. Em
outro aspecto preferido desta realizacdo, a composicao farmacéutica a
administrada por injecao intravenosa. Noutro aspecto preferido desta
realizacdao, a razao entre (i) ligacdo do composto a uma area cerebral
outra que nao o cerebelo e (ii) ligacao do composto ao cerebelo, em um
individuo, &€ comparada com a razdo em um individuo normal.

[00033] Noutra realizacao, a deteccao dos depdsitos amiloidéticos
in vivo é utilizada no diagndstico da doenca de Alzheimer.

[00034] Outra realizacdo refere-se a um método para detectar
depositos amiloidéticos tecido de biopsia ou tecido humano ou animal
post-mortem compreendendo as etapas de: (a) incubar tecido fixado a
formalina ou congelado recente com uma solug¢do de um composto
ligante de amiléide da presente invencao para formar um depodsito
marcado e entdo, (b) detectar os depodsitos marcados. Num aspecto
preferido desta realizacao, a solucao € composta de 25-100% de etanol,
com o restante da solucao sendo agua, onde a solucédo € saturada com
um composto ligante de amiléide de acordo com a presente invencao.
Em um aspecto particularmente preferido desta realizacao, a solucgao é
composta de um tampao aquoso (tal como tris ou fosfato) contendo O-
50% de etanol, onde a solucao contém 0,0001 a 100 pM de um

composto ligante de amiloéide de acordo com a presente invencdo. Em
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um aspecto particularmente preferido desta realizacdo, a deteccao €
realizada por técnicas de microscopia selecionadas do grupo consistindo
em mocroscopia de campo claro, de fluorescéncia, a laser confocal, e
por polarizacao cruzada.

[00035] Uma realizacao adicional refere-se a um método para
quantificar a quantidade de amiléide em tecido de bidépsia ou tecido
post-mortem, que compreende as etapas de: a) incubar um derivado
radiomarcado de um composto ligante de amiléide da presente invencao
com um homogenato de bidpsia ou tecido post-mortem, b) separar o
tecido ligado do tecido nao ligado ao derivado radiomarcado de um
composto ligante de amildéide da presente invencdo, c) quantificar o
tecido ligado ao derivado radiomarcado de um composto ligante de
amiléide da presente invencdo, e d) converter as unidades de tecido
ligado ao derivado radiomarcado de um composto ligante de amil6ide da
presente invencao para unidades de microgramas de amiléide por 100
mg de tecido por compara¢cdo com um padrao.

[00036] Outra realizacao refere-se a um método para se distinguir
um cérebro com doenca de Alzheimer de um cérebro normal
compreendendo as etapas de: a) obtencao de tecido de (i) cerebelo e (ii)
uma outra area do mesmo cérebro que nao o cerebelo, de individuos
normais e individuos sob suspeita de apresentarem a doenca de
Alzheimer; b) incubac¢ao dos tecidos com um derivado radiomarcado de
um composto de tioflavina ligante de amiléide de acordo com a presente
invencao de tal forma que o amildide no tecido se ligue com o derivado
de um composto ligante de amiléide da presente invencao; c)
quantificacdo da quantidade de amildide ligado ao derivado
radiomarcado de um composto ligante de amiléide da presente invencéao
de acordo com o método descrito acima; d) calculo da razao entre a
quantidade de amildide na area do cérebro outra que néo o cerebelo e a
quantidade de amildéide no cerebelo; e) comparacao da razdo para a
quantidade de amiléide no tecido de individuos normais com a razao

para a quantidade de amiléide em tecido de individuos sob suspeita de
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apresentarem doenca de Alzheimer; e f) determinacdo da presenca da
doenca de Alzheimer se a razdo do cérebro de um individuo sob
suspeita de apresentar a doenca de Alzheimer for acima de 90% das
razoes obtidas a partir de cérebros de individuos normais.

[00037] Outra realizacdo da presente invencado refere-se a
compostos da presente invencao que sao uUteis na ligacdao especifica a
depésitos amiloidéticos em relacao aos emaranhados neurofibrilares.
[00038] Outra realizagcdo refere-se a um método para ligacdo
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