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RESUMO

“DERIVADOS DE TIOFLAVINA PARA USO NO DIAGNOSTICO DA DOENCA
DE ALZHEIMER”

Esta invencéo relaciona-se com  novos derivados de
tioflavina da estrutura uUteis, por exemplo, na imagiologia
in vivo de pacientes tendo placas neuriticas, bem como
composicdes farmacéuticas compreendendo os derivados de
tioflavina e método para sintetizar os compostos. Os
compostos encontram uso particular no diagndéstico e
tratamento de pacientes tendo doencas onde a acumulacédo de
placas neuriticas ¢é predominante. A Doenca, Doenca de
Alzheimer familiar, sindrome de Down e homozigotos para o

alelo E4 da apolipoproteina.



DESCRICAO

“DERIVADOS DE TIOFLAVINA PARA USO NO DIAGNOSTICO DA DOENGCA
DE ALZHEIMER”

Area da invencédo

A presente invencdo relaciona-se com compostos que sé&o
adequados ©para 1magiologia de depdsitos amiloides em
pacientes vivos. Mais especificamente, a presente invencéo
relaciona-se com um método de imagiologia de depdbdsitos
amiloides no cérebro in vivo para permitir o diagndstico
ante mortem da Doenca de Alzheimer.

Antecedentes da invencdo

A Doenca de Alzheimer (“DA”) é uma doenca neurodegenerativa
caracterizada pela perda de memdédria e outras deficiéncias
cognitivas. McKhann et al, 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, no
entanto, porque a presenca da doenca ¢é dificil de
determinar sem uma biopsia ao cérebro perigosa, o tempo de
inicio ¢é desconhecido. O prevaléncia da DA aumenta com a
idade, com estimativas da populacdo afetada alcancando os
40-50% nas idades 85-90. Evans et al., JAMA 262: 2551
(1989); Katzman, Neurology 43: 13 (1993).

Na pratica, a DA é definitivamente diagnosticada através do
exame do tecido do cérebro, usualmente na autdpsia.
Khachaturian, Arch. Neurol. 42: 1097 (1985); McKhann et
al., Neurology 34: 939 (1984). Neuropatologicamente, esta
doenca ¢é caracterizada pela presenca de placas neuriticas
(PN), emaranhados neurofibrilares (ENF), e perda neuronal,
juntamente com uma variedade de outras descobertas. Mann,
Mech. Ageing Dev. 31: 213 (1985). Fatias post mortem de

tecido cerebral de vitimas da doenca de Alzheimer exibem a



presenca de amiloide na forma de nlcleos extracelulares
proteindceos de placas neuriticas que sdo caracteristicas

da DA.

0Os nlUcleos amiloides destas placas neuriticas sdo compostos
por uma proteina chamada de (-amiloide (AB) gque esté
arranjada numa configuracdo predominantemente de folha
beta-pregueada. Mori et al., Journal of Biological
Chemistry 267: 17082 (1992); Kirschner et al., PNAS 83: 503
(1986). As placas neuriticas sdo um aspeto inicial e
invariante da doenca. Mann et al., J. Neurol. Sci. 89: 169;
Mann, Mech. Ageing Dev. 31: 213 (1985); Terry et al., J.
Neuropathol. Exp. Neurol 46: 262 (1987).

A deposicédo inicial da AR provavelmente ocorre muito antes
dos sintomas clinicos serem percetiveis. O “critério
microscdépico minimo” correntemente recomendado para o
diagnéstico da DA é baseado no nUmero de placas neuriticas
encontradas no cérebro. Khachaturian, Arch. Neurol., supra
(1985). Infelizmente, a avaliacdo das contagens de placas

neuriticas tem que ser adiada até depois da morte.

As placas neuriticas contendo amiloide s&do uma
caracteristica proeminente de &areas seletivas do cérebro na
DA bem como na Sindrome de Down e em pessoas homozigotas
para o alelo E4 da apolipoproteina as guais sdo muito
propensas a desenvolver a DA. Corder et al., Science 261:
921 (1993); Divry, P., J. Neurol. Psych. 27: 643-657
(1927); Wisniewski et al., em Zimmerman, H.M. (ed.):
PROGRESS IN NEUROPATHOLOGY (Grune and Stratton, N.I. 1973)
pp. 1-26. A amiloide do cérebro é prontamente demonstrada
pela coloracdo de seccgdes do cérebro com tioflavina S ou
vermelho do Congo. Puchtler et al., J. Histochem. Cytochem.

10: 35 (1962). A amiloide corada pelo vermelho do Congo é



caracterizada por uma aparéncia dicroica, exibindo uma cor
de polarizacdo amarelo-verde. A ligacdo dicroica ¢é o
resultado da estrutura em folha Dbeta-pregueada das
proteinas amiloides. Glenner, G. N. Eng. J. Med. 302: 1283
(1980) . Uma discusséo detalhada da bioquimica e
histoguimica da amiloide pode ser encontrada em Glenner, N.

Eng. J. Med., 302: 1333 (1980).

Até agora, o diagnéstico da DA tem sido alcancado
principalmente através de critérios de avaliacdo clinica,
biopsias ao cérebro e estudos post mortem do tecido. Os
esforcos de pesquisa para desenvolver métodos para
diagnosticar a doengca de Alzheimer in vivo incluem (1)
testes genéticos, (2) métodos de imunoensaios e (3)

técnicas de imagiologia.

A evidéncia de que anormalidades no metabolismo da AR séo
necessarias e suficientes para o desenvolvimento da DA é
baseada na descoberta de mutacgdes pontuais na proteina
precursora da AP em varias familias raras com uma forma
autossdédmica dominante da DA. Hardy, Nature Genetics 1: 233
(1992); Hardy et al., Science 256: 184 (1992). Estas
mutacdes ocorrem perto dos pontos de clivagem N- e C-
terminal necessidrios para a geracdo da AR a partir da sua
proteina precursora. St. George-Hyslop et al., Science 235:
885 (1987); Kang et al., Nature 325: 733 (1987); Potter WO
92/17152. A anédlise genética de um grande numero de
familias de DA tem demonstrado, contudo, que a DA ¢
geneticamente heterogénea. St. George-Hyslop et al., Nature
347: 194 (1990). A ligacdo a marcadores do cromossoma 21 é
mostrada em somente algumas familias com DA de inicio
precoce e em nenhumas familias com DA de inicio tardio.
Mais recentemente, um gene no cromossoma 14 cujo produto

prevé-se que contenha multiplos dominios transmembranares e



se assemelha a uma proteina integral da membrana foi
identificado por Sherrington et al., Nature 375: 754-760
(1995) . Este gene ©pode representar até 70% da DA
autossdémica dominante de inicio precoce. Dados preliminares
sugerem que esta mutacdo do cromossoma 14 causa um aumento
na producdo de ABR. Scheuner et al., Soc. Neurosci. Abstr.
21: 1500 (1995). Uma mutacdo num gene muito similar foi
identificada no cromossoma 1 em familias Alemds do Volga
com DA de inicio precoce. Levy-Lahad et al., Science 269:

973-977 (1995).

O rastreio para o gendtipo da apolipoproteina E tem sido
sugerido com uma ajuda no diagnéstico da DA. Scott, Nature

366: 502 (1993); Roses, Ann. Neurol. 38: 6-14 (1995).
Dificuldades surgem com esta tecnologia, no entanto, porque
o alelo E4 da apolipoproteina é somente um fator de risco
para a DA, n&d&o um marcador da doenca. Estd ausente em
muitos pacientes com DA e presente em muitas pessoas idosas

ndo dementes. Bird, Ann. Neurol. 38: 2-4 (1995).

Métodos de imunoensaios tém sido desenvolvidos para detetar
a presenca de marcadores neuroquimicos em pacientes com DA
e para detetar uma proteina amiloide relacionada com a DA
no liquido cefalorraquidiano. Warner, Anal. Chem. 59: 1203A
(1987); Patente Mundial No. 92/17152 por Potter; Glenner et
al., Patente E.U.A. No. 4,666,829. Nido foi provado gue
estes métodos para diagnosticar a DA detetem a DA em todos
0s pacientes, particularmente em fases iniciais da doenca e
sdo relativamente invasivos, requerendo uma puncdo lombar.
Também, tém sido feitas tentativas para desenvolver
anticorpos monoclonais como sondas para a imagiologia da
AB. Majocha et al., J. Nucl. Med., 33: 2184 (1992); Majocha
et al., WO 89/06242 e Majocha et al., Patente E.U.A.

5,231,000. A maior desvantagem das sondas de anticorpo é a



dificuldade destas grandes moléculas em atravessar a
barreira sangue-cérebro. Usar anticorpos para o diagndéstico
in vivo da DA requereria anormalidades marcadas na barreira
sangue-cérebro a fim de se ter acesso ao cérebro. Néo
existe nenhuma evidéncia funcional convincente de que as
anormalidades na barreira sangue-cérebro existam na DA.
Kalaria, Cerebrovascular & Brain Metabolism Reviews 4: 226

(1992) .

Um péptido de AR radiomarcado tem sido usado para marcar
placas do tipo difusas, compactas e neuriticas em seccgdes
do cérebro com DA. Ver Maggio et al.,W093/04194. No
entanto, estes péptidos partilham todas as desvantagens dos
anticorpos. Especificamente, os péptidos normalmente né&o
atravessam a barreira sangue-cérebro em quantidades
necessarias para a imagiologia e porgque estas sondas reagem
com placas difusas, elas podem nédo ser especificas para a

DA.

A incapacidade de avaliar a deposicdo de amiloide na DA até
depois da morte impede o estudo desta doenca devastadora.
Um método para quantificar a deposicdo de amiloide antes da
morte é necessario tanto como uma ferramenta de diagndstico
em casos ligeira ou clinicamente confusos, bem como na
monitorizacdo da eficdcia de terapias direcionadas para a
prevencdo da deposicdo de AR. Assim sendo, continua a ser
de extrema importéncia desenvolver um método seguro e
especifico para diagnosticar a DA antes da morte pela
imagiologia da amiloide no paréngquima do cérebro in vivo.
Apesar de varias tentativas terem sido feitas ©para
diagnosticar a DA in vivo, correntemente, n&do existem
sondas ante mortem para a amiloide do cérebro. Nenhum
método tem utilizado uma sonda de alta afinidade para a
amiloide que tenha uma toxicidade baixa, possa atravessar a

barreira sangue-cérebro, e se ligue mais eficazmente ao



cérebro com DA do que a um cérebro normal a fim de
identificar os depdsitos amiloides na DA antes da morte de
um paciente. Portanto, nenhum método in vivo para o
diagnéstico da DA tem-se demonstrado como satisfazendo

estes critérios.

Os dados sugerem gque os compostos que se ligam a amiloide
irdo ter potencial terapéutico na DA e na diabetes mellitus
tipo 2. Reacdes morfoldgicas incluindo astrocitose reativa,
neurites distrdficas, células da mioglia ativadas, perda de
sinapse, e ativacdo completa do complemento encontrada em
redor das placas neuriticas significam gque processos
neurotdédxicos e degenerativos da célula estdo a ocorrer nas
dreas adjacentes a estes depdbdsitos de AB. Joachim et al.,
Am. J. Pathol. 135: 309 (1989); Masliah et al., loc. cit.
137: 1293 (1990); Lue e Rogers, Dementia 3: 308 (1992). Tém
sido reportados neurotoxicidade induzida pela AR e
degeneracdo da célula num numero de tipos celulares 1in
vitro. Yankner et al., Science 250: 279 (1990); Roher et
al., BBRC 174: 572 (1991); Frautschy et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. 88: 83362 (1991); Shearman et al., loc. cit. 91:
1470 (1994). Tem sido mostrado que a agregacdo do péptido
de AR ¢é necessaria para a neurotoxicidade in vitro.
Yankner, Neurobiol. Aging 13: 615 (1992). Recentemente,
trés laboratdérios tém reportado resultados gue sugerem gue
o vermelho do Congo inibe a neurotoxicidade induzida pela
AR e a degeneracdo da célula in vitro. Burgevin et al.,
NeuroReport 5: 2429 (1994); Lorenzo e Yankner, Proc. Natl.
Acad. Sci. 91: 12243 (1994); Pollack et al., Neuroscience
Letters 184: 113 (1995); Pollack et al., Neuroscience
Letters 197: 211 (1995). O mecanismo parece envolver quer a
inibicdo da formacdo de fibrilas, quer a prevencdo das
propriedades neurotdéxicas das fibrilas formadas. Lorenzo e

Yankner, Proc. Natl. Acad. Sci. 91: 12243 (1994). Tem



igualmente sido mostrado que o vermelho do Congo protege as
células dos ilhéus pancreaticos da toxicidade causada pela
amilina. Lorenzo e Yankner, Proc. Natl. Acad. Sci. 91:
12243 (19924). A amilina é um péptido fibrilar similar a AR

a qual se acumula no pancreas na diabetes mellitus tipo 2.

E conhecido na técnica que certos corantes azoicos, tal
como o vermelho do Congo, podem ser carcinogénicos. Morgan
et al. Environmental Health Perspectives, 102 (sup.) 2: 63-
78, (1994). Esta carcinogenicidade potencial parece ser
baseada largamente no facto de os corantes azoicos serem
extensivamente metabolizados até a amina mde livre por
bactérias intestinais. Cerniglia et al., Biochem. Biophys.
Res. Com., 107: 1224-1229, (1982). No caso dos corantes de
benzidina (e muitas outras benzidinas substituidas), ¢ a
amina livre que é o carcinogéneo. Estes factos tém poucas
implicacdes para os estudos de imagiologia da amiloide nos
quais uma quantidade extremamente minuscula do corante
radiomarcado com uma alta atividade especifica seria
diretamente injetada na corrente sanguinea. Neste caso, a
quantidade administrada seria negligencidvel e o corante

iria contornar as bactérias intestinais.

No caso do uso terapéutico, estes factos tém importéncia
critica. A libertacdo de um carcinogéneo conhecido de um
composto terapéutico é inaceitédvel. Um segundo problema com
o metabolismo do corante diazoico €& qgue grande parte do
medicamento administrado é metabolizada por Dbactérias
intestinais antes da absorcdo. Esta Dbiodisponibilidade
reduzida permanece uma desvantagem mesmo se o0s metabdlitos

libertos sdo indcuos.

A tioflavina T é um corante bésico descrito pela primeira
vez como um corante da amiloide seletivo em 1959 por Vassar

e Culling (Arch. Pathol. 68: 487 (1959)). Schwartz et al.



(Zbl. Path. 106: 320 (1964)) demonstraram pela primeira vez
0 uso da Tioflavina S, um corante acido, como um corante da
amiloide em 1964. As propriedades quer da Tioflavina T,
quer da Tioflavina S tém sido estudadas desde ai em
detalhe. Kelenyi J. Histochem. Cytochem. 15: 172 (1967);
Burns et al. J. Path. Bact. 94:337 (1967); Guntern et al.
Experientia 48: 8 (1992); LeVine Meth. Enzymol. 309: 274
(1999). A Tioflavina S ¢é comummente usada no estudo post
mortem da deposicdo da amiloide no cérebro com DA onde tem
mostrado ser uma das técnicas mais sensiveis para
demonstrar placas senis. Vallet et al. Acta Neuropathol.
83: 170 (1992). A Tioflavina T tem sido freguentemente
usada como um reagente para estudar a agregacdo de
proteinas da amiloide sensiveis em fibrilas com folha-beta.
LeVine Prot. Sci. 2: 404 (1993). Derivados de amina
quaterndria relacionados com a Tioflavina T tém sido
propostos como agentes de imagiologia da amiloide, embora
nenhuma evidéncia de captacdo no cérebro destes agentes
tenha sido apresentada. Caprathe et al. Patente E.U.A.
6,001,331.

WO 97/26919 descreve, entre outras coilsas, um método de
imagiologia dos depdsitos amiloides pela administracdo de
compostos de benzotiazdélio em que os &atomos de nitrogénio

dos anéis de tiazol s&do quaternizados.

WO 01/14354 descreve certos compostos de benzotiazol para
uso como agentes anti-tumor. Os compostos contém
opcionalmente o isétopo 'F para avaliar, através de
técnicas de imagiologia, a eficédcia dos compostos contra os

tumores.



Portanto, existe uma necessidade para compostos de ligacéo

-

amiloide qgque entrem no cérebro e se liguem seletivamente

amiloide.

Q-

Uma necessidade existe ainda para compostos de ligacdo a
amiloide que sejam ndo tdxicos e Dbiodisponiveis e,

consequentemente, possam ser usados na terapéutica.

Sumdrio da invencgédo

E portanto um propdésito da presente invencdo proporcionar
compostos que permitam um método seguro e especifico para
diagnosticar a DA antes da morte pela imagiologia in vivo

da amiloide no paréngquima do cérebro.

E outro propdésito da presente invencdo proporcionar uma
abordagem para identificar depdsitos amiloides na DA no
cérebro antes da morte de um paciente, usando uma sonda de
alta afinidade para a amiloide que tenha baixa toxicidade,
possa atravessar a barreira sangue-cérebro, e possa

distinguir o cérebro com DA de um cérebro normal.

[ON

No alcance destes e outros objetivos da invencéo
proporcionado, de acordo com um aspeto da invencdo, um
composto de ligacdo a amiloide da férmula seguinte ou um

seu sal soluvel em &gua, ndo tdéxico:

)
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em que Z ¢ S, NR’, O ou CR’, caso em que a forma
tautomérica correta do anel heterociclico se torna um

indole no gqual R” é H ou um grupo algquilo C;-Cj:

RI‘
{

Y & NR'R?, OR?, ou SR%;

em que o nitrogénio de

ndo é uma amina quaternéria;

cada R' e R’ independentemente ¢é selecionado do grupo
consistindo em H, um grupo alquilo C;-Cs, (CH;),OR’ (em que
n=1, 2, ou 3), CF;, CH,-CHyX, CH;-CH,-CH,X (em que X=F, C1l,
Br ou I), (C=0)-R’, Rz, (CH;),Ree (em que n= 1, 2, 3, ou 4 e
Rse representa um grupo fenilo nao substituido ou
substituido, em que 0s substituintes de Rse sdo
selecionados do grupo consistindo em F, Cl, Br, I, um grupo
alquilo C;-Cg, (CH,),OR’ (em que n=1, 2, ou 3), CF3, CH;-
CH,X, OCH,-CH,X, CH,-CH,-CH,X, O-CH,-CH,-CH,X (em que X=F, Cl1,
Br ou I), CN, (C=0)-R’", N(R’"),, NO, (C=0)N(R’"),, O(CO)R'",
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OR’, SR’, COOR’ (em que R’ é H ou um grupo alquilo C;-Cg),
um estanho tri-algquilo e um grupo quelante (com ou sem um
grupo metdlico quelado) da forma W-L ou V-W-L, em que V &
selecionado do grupo consistindo em -C0O0-, -CO-, -CH,0- e -

CH,NH-; W é& -(CH;), em que n=0,1,2,3,4, ou 5; e L é:

[:H HSj [\u ,) [SH Hsj E \ﬂ/j
A/ \‘(

0

SH HS \" / S/ o \N _CHs
, AN Vg
' SH ou M
g S/ \\S
d
— '-«-c
Hz H,

em que M é selecionado do grupo consistindo em Tc e Re;
e R & H ou um grupo alquilo C;-Cs;

cada R’-R' independentemente ¢é selecionado do grupo
consistindo em H, F, Cl, Br, I, um grupo alquilo C;-Cg,
(CH;) ,OR’ (em que n=1, 2, ou 3), CFj3, CH,-CH,X, CF;, CH,-CH,X,
OCH,-CH,;X, CH,-CH,-CH,;X, O-CH,-CH;-CH;X (em que X=F, Cl, Br ou
I), CN, (C=0)-R’, N(R"),, NO,, (C=0)N(R’),, O(CO)R’, OR’,
SR’, COOR’, Rge, CR"=CR"-Rz,, CR;"=CR; -R:, um estanho tri-
alquilo e um grupo quelante (com ou sem um grupo metalico
quelado) da forma W-L ou V-W-L, em que V & selecionado do
grupo congistindo em -CO0O-, -CO-, -CH,0- e -CH;NH-; W & -
(CH;), em que n=0,1,2,3,4, ou 5; e L é:
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SH HS

7 j ( \n/ j [S“ “Sj ( \av )
AL \\( -

\H/ s/ o \Nxm‘h
oH %%
~ M

- VAN

N

em que M é selecionado do grupo consistindo em Tc e Re;

ou em que cada R'-R' independentemente ¢é selecionado do
grupo consistindo num grupo quelante (com ou sem um 1ido
metédlico quelado) da forma W-L e V-W-L, em que V &
selecionado do grupo consistindo em -C0O0-, e -CO-; W é& -

(CH;), em que n=0,1,2,3,4, ou 5; L é:

Ris~ N——Rss 18
[ j g '
Rqs Ris 15
w~n N Ris VN, NS
, "Ii)?,? g‘*}‘\\“ ]
¥
)
A‘“\“\ §5’<’:’ By
Ris N Ris™ 5 N
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1&\ 1 NTT$NR

; ﬁa /}\

/I:sa HS™ | R ~g e TR
R R

Fh&xnf‘ i\.fRﬁ

N . Nﬁ"a’ﬁr Q\:s ‘“““‘“i““‘ﬁis
ou K b':‘=
~N- ‘ ,ﬁﬁ
| &
Ris Ris

e em que R' independentemente é selecionado dos seguintes:

H,

HS HO

| CHy

\—GOGH, \Lcoﬂncas, \——< , \—-\ , \_G L@
OH SH ou

ou uma ligacdo a amiloide, composto gquelante (com um grupo

metédlico quelado) ou um seu sal soluvel em &gua,
da forma:

ndo tdéxico
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x N

-
N': “,
L P Y
e PRI, R‘s R
/i
I

hé, . > % tds
i ?:Ri-s

=

das

de uma

em gque Q ¢é independentemente selecionado

seguintes estruturas:
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em que n=0,1,2,3, ou 4,

Z é& S, NR°, 0O, ou C(R"),;, no gqual R é& H ou um grupo

alquilo C;-Cg;

U é& N ou CR";

Y & NR'R?, OR?, ou SR%;

cada R'-R* independentemente ¢é selecionado do grupo
consistindo em H, F, Cl, Br, I, um grupo alquilo C;-Cg,
(CH,;) ,OR’” (em que n=1, 2, ou 3), CFj3, CH,-CH;X, OCH,;-CH;X,
CH,-CH,-CH,X, O-CH,-CH,-CH;X (em que X=F, Cl, Br ou I), CN,
(C=0)-R’, N(R’),, NO, (C=0)N(R"),, O(CO)R’, OR’, SR,
COOR’, R, CR'=CR’"-Rz. € CR; " =CR;  -Rge;
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em que pelo menos um dos substituintes R'-R'® é selecionado
, '“Br, ""Br, CH,-
CH,-X*, O-CH,-CH,-X*, CH,-CH,-CH,-X*, O-CH,-CH,-CH,-X* (em que

131 125 123
I I I

do grupo consistindo em °H, , ,

X* = 1, 21, "*Br ou "°Br), °F, um substituinte contendo
um carbono selecionado de um grupo consistindo em alquilo
C;-Cs, (CH;).,OR’, CF;3, CH,-CHX, OCH,-CH,X CH;-CH,-CH,;X, O-
CH,-CH,-CH,X (em que X=F, Cl, Br ou 1I), CN, (C=0)-
N(R")2, NOg, (C=0)N(R”),, O(CO)R’, COOR’, CR'=CR"-Rz e
CR, =CR, -R:. em que pelo menos um carbono é ''C, ’C ou 'C e
um grupo quelante (com grupo metadlico quelado) da forma W-
L* ou V-W-L*, em que V é& selecionado do grupo consistindo
em -COO0-, -CO-, -CH,0- e -CH;NH-; W é -(CH,), onde
n=0,1,2,3,4, ou 5; e L* é:

( \ﬂ \u/ \nx $/ 0"\N,CH3
7 . o NI
. /’\_ﬂ/ ‘\W’\-“j - S{ \3
0 ~
H

2

99mT

em que M* é o}

ou L* é:

Rigin, \Nv-zb‘ﬂﬁ Rikm Nopefles Restgsiy, ;-:ng Mo, @Wu

f%m @W] %% wﬁj %%@ﬁgs Sa
‘ \@% . Séﬁmi‘ %‘%. s ~ N, o1 FE
e g, Red Loy ROLTE TR SN

: \ b ] 3 B = 3

e em que R' independentemente é selecionado dos seguintes:
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HS HO
CHy  +
\«CQGH, \Lcouucm. \——< : \—\ . \—G \—Q
OH SH ou

Noutra forma de realizacdo, a invencdo relaciona-se com um
método para sintetizar um composto da fédrmula seguinte ou

um seu sal soltvel em Aagua, nédo tdxico:

(D
em que Z2 ¢ S35, NR°, O ou CR’, caso em que a forma
tautomérica correta do anel heterociclico se torna um

indole no qual R° é H ou um grupo alquilo C;-Cg:

Y & NR'R?, OR?, ou SR%;

em que o nitrogénio de



18

ndo é uma amina quaternéria;

cada R' e R’ independentemente ¢é selecionado do grupo
consistindo em H, um grupo algquilo C;-Cs, (CH;),OR’ (em que
n=1, 2, ou 3), CF;, CH,-CH,X, CH;-CH,-CH,X (em que X=F, C1,
Br ou I), (C=0)-R’, Rz, (CH;),Ree (em que n= 1, 2, 3, ou 4 e
Rse representa um grupo fenilo nao substituido ou
substituido, em que 0s substituintes de Ree sdo
selecionados do grupo consistindo em F, Cl, Br, I, um grupo
algquilo C;-Cq, (CHy),OR’ (em que n=1, 2, ou 3), CF;, CH;-
CH,X, OCH,-CH;X, CH,-CH,-CH,X, O-CH,-CH,-CH,X (em que X=F, Cl1,
Br ou I), CN, (C=0)-R’", N(R’"),, NO;, (C=0)N(R"),, O(CO)R'",
OR’, SR’, COOR’ (em que R’ é& H ou um grupo algquilo C;-Cg),
um estanho tri-alquilo e um grupo quelante (com ou sem um
grupo metdlico quelado) da forma W-L ou V-W-L, em que V &
selecionado do grupo consistindo em -C0O0-, -CO-, -CH,0- e -

CH,NH-; W é& -(CH;), em que n=0,1,2,3,4, ou 5; e L é:
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= O
[SH HSj ( \ﬂ/ ) [SH HSj [S\"/Sj
\ SN
N z“' \__/ \‘( j( \_f
o
[m Hsj E \" 8 S/ o \N _CHy
, AN 4
' SH ou M
)__l d Sj \S
— — e
ﬁ, b,

em que M é selecionado do grupo consistindo em Tc e Re;

e R” & H ou um grupo algquilo C;-Cg;

cada R’-R'® independentemente ¢é selecionado do grupo
consistindo em H, F, Cl, Br, I, um grupo alquilo C;-Cg,
(CH;) ,OR” (em que n=1, 2, ou 3), CF3, CH,-CH,X, O-CH,-CH;X,
CH,-CH,-CH,X, O-CH,-CH,-CH,X (em que X=F, Cl, Br ou I), CN,
(C=0)-R’, N(R’),, NOg, (C=0)N(R’"),, O(CO)R", OR’, SR’,
COOR’, Rge, CR"=CR’"-Rg., CR; =CR;" -Rfe, um estanho tri-alquilo
e um grupo quelante (com ou sem um grupo metalico quelado)
da forma W-L ou V-W-L, em que V é gelecionado do grupo
consistindo em -C0O0O-, -CO-, -CH,0- e -CH,NH-; W & - (CH,), em
que n=0,1,2,3,4, ou 5; e L é:
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SH HS

7 j ( \n/ j [S“ “Sj ( \av )
AL \\( -

\H/ s/ o \Nxm‘h
oH %%
~ M

- VAN

N

em que M é selecionado do grupo consistindo em Tc e Re;

ou em que cada R'-R' independentemente ¢é selecionado do
grupo consistindo num grupo quelante (com ou sem um 1ido
metédlico quelado) da forma W-L e V-W-L, em que V &
selecionado do grupo consistindo em -C0O0-, e -CO-; W é& -

(CH;), em que n=0,1,2,3,4, ou 5; L é:

Ris~ N——Rss 18
[ j g '
Rqs Ris 15
w~n N Ris VN, NS
, "Ii)?,? g‘*}‘\\“ ]
¥
)
A‘“\“\ §5’<’:’ By
Ris N Ris™ 5 N
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Rysw | : Ry I ;
N NS TN,
Py, S
_ B2 /}\ ,
R’ SH HS R R’ g 97 R
R‘ Ra R'

-~

aN——— e
- {\jkﬁsgﬁhﬁmmn“ Rys
ou _gpsj
: FE
FF -
N §§,N
| R,
R15 Ly |

e em que R' independentemente é selecionado dos seguintes:

H,

HS HO
CHy
\—cook. \_conmes, . \—( , H _ L@ \_Q
OH SH ou

ou uma ligacdo a amiloide, composto gquelante (com um grupo
metdlico quelado) ou um seu sal soluvel em &gua, ndo tdxico

da forma:
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x N

-
N': “,
L P Y
e PRI, R‘s R
/i
I

hé, . > % tds
i ?:Ri-s

=

em que R' independentemente é selecionado dos seguintes:

H,

HS O
\ . Ch,
COOH, \—CONHEH, \—( , L\ , \_@ \_@
oM SH ou

e R'® &

das

de uma

em gque Q ¢é independentemente selecionado

seguintes estruturas:
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em que n=0,1,2,3, ou 4,

Ryy Ria

Z é& S, NR°, 0O, ou C(R");, no gqual R° é& H ou um grupo

alquilo C;-Cg;

U é& N ou CR";

Y & NR'R?, OR?, ou SR%;

cada R'-R* independentemente ¢é selecionado do grupo
consistindo em H, F, Cl, Br, I, um grupo alquilo C;-Cg,
(CH;) ,OR’ (em que n=1, 2, ou 3), CF;, CH,-CH;X, O-CH,;-CH;X,
CH,-CH,-CH,X, O-CH,-CH;-CH;X (em que X=F, Cl, Br ou I), CN,
(C=0)-R’, N(R") 2, NO,, (C=0)N(R"),, O(CO)R', OR’, SR,
COOR’, Rfe, CR'=CR"-Rfe @ CR; " =-CR," —Rge;
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em que pelo menos um dos substituintes R'-R'® é selecionado

1317 , 76Br’ 75]3]:, CH,-

125 123
I I

do grupo consistindo em °H, , ,

CH,-X*, O-CH,-CH,-X*, CH,-CH,-CH,-X*, O-CH,-CH,-CH,-X* (em que
xx = Y1, 1, 7*Br, ""Br ou "'F), "F, um substituinte
contendo um carbono selecionado de um grupo consistindo em
alquilo C;-Cs, (CH,),OR’, CF;, CH;-CHX, OCH,-CH,X CH,-CH,;-
CH,X, O0-CH,-CH,;-CH;X (em que X=F, Cl, Br ou I), CN, (C=0)-
R’, (C=0)N(R’"),, O(CO)R’, COOR’, CR’'=CR"-R¢. e CR; =CR; -Rg
em que pelo menos um carbono ¢ ''C, C ou C e um grupo
quelante (com grupo metdlico quelado) da forma W-L* ou V-W-
L*, em que V é selecionado do grupo consistindo em -COO-, -
c0-, -CH,0- e -CH,NH-; W é& -(CH;), onde n=0,1,2,3,4, ou 5; e

L* é:

s 9 s . 0 o ~
N N N A

M M e S

VAN VAN /N N

‘ /!‘{ ‘ f\\(w N : NN ou /M\

./ ./ - s s

0 -a—ac
H

99mT

em que M* é o}

ou L* é:

Ryge .-»:m‘ﬂﬁ iy o i =iy Roymg—ny, sy o -Nmu
g Ntk e ::«s%,ﬁw G
Lo g . i/ n*“’p%&} & % : ou ‘ sﬁ
S ; R 3 T, ) 20 N >3y
i) £ N~ o R R*g 87 1R ﬂ@’

e em que R' independentemente é selecionado dos seguintes:

H,
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tendo pelo menos um dos substituintes R’-R'’ selecionados do

1311 125I 1231’ 76Br, 75Br, 18F’ e 19F,

grupo consistindo em , ,

compreendendo o passo de marcacdo de um composto como
definido antes, em que pelo menos um dos substituintes R’-

R é um estanho tri-alquilo, pela reacdo do composto com

131 125
I I

uma substancia contendo , 1, '*Br, ""Br, 'YF, ou

Pr,

14

Numa forma de realizacdo adicional, a invencdo relaciona-se
com um método in vivo para detetar depdsitos amiloides num
sujeito, compreendendo os passos de: (a) administrar uma
quantidade detetéavel de uma composicéao farmacéutica
compreendendo (a) um composto de ligacdo a amiloide como
preparado acima ou um seu sal soluvel em &gua, ndo tdxico,

e (b) um transportador farmaceuticamente aceitével, e

(b) detetar a ligacdo do composto ao depdsito amiloide no

sujeito.

Num aspeto preferencial desta forma de realizacdo, o
depdsito amiloide estéd localizado no cérebro de um sujeito.
Num aspeto particularmente preferencial desta forma de
realizacdo, o sujeito ¢é suspeito de ter uma doenca ou
sindrome selecionados do grupo consistindo em Doenca de
Alzheimer, Doenca de Alzheimer familiar, Sindrome de Down e
homozigotos para o alelo E4 da apolipoproteina. Noutro
aspeto particularmente preferencial desta forma de
realizacdo, a detecdo é selecionada do grupo consistindo de
imagiologia de <raios gama, imagiologia por ressonancia

magnética e espetroscopia por ressondncia magnética. Num
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aspeto preferencial desta forma de realizacéo, a
imagiologia de raios gama & PET ou TCEFU. Num outro aspeto
preferencial desta forma de realizacdo, a composicéo
farmacéutica ¢é administrada por injecdo intravenosa. Num
outro aspeto preferencial desta forma de realizacgdo, a
razdo da (i) ligacdo do composto a uma &area do cérebro
excetuando o cerebelo a (ii) ligacdo do composto ao
cerebelo, num sujeito, ¢é comparada a razdo num sujeito

normal.

Outra forma de realizacdo relaciona-se com um método de
detecdo de depdsitos amiloides na biopsia ou em tecido post
mortem humano ou animal compreendendo os passos de: (a)
incubar tecido fixo em formalina ou congelado fresco com
uma solucdo de um composto de ligacdo a amiloide como
preparado acima para formar um depdsito marcado e depois,
(b) detetar os depdsitos marcados. Num aspeto preferencial
desta forma de realizacdo, a solucdo é composta por 25-100%
de etanol, com o restante da solucdo sendo &gua, em que a
solucdo estéd saturada com um composto de ligacdo a amiloide
de acordo com a presente invencéao. Num aspeto
particularmente preferencial desta forma de realizacdo, a
solucdo é composta por um tampdo aquoso (tais como tris ou
fosfato) contendo 0-50% de etanol, em que a solucdo contém
0,0001 a 100 M de um composto de ligacdo a amiloide de
acordo com a presente invencdo. Num aspeto particularmente
preferencial desta forma de realizacéo, a detecdo ¢é
efetuada por técnicas microscédpicas selecionadas do grupo
consistindo em microscopia sobre fundo claro, de

fluorescéncia, laser confocal, e por polarizacdo cruzada.

Uma forma de realizacdo adicional relaciona-se com um
método para gquantificar a quantidade de amiloide na biopsia
ou em tecido post mortem compreendendo 0s passos de: a)

incubar um derivado radiomarcado de um composto de ligacéo
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a amiloide como preparado acima com um homogeneizado na
biopsia ou tecido post mortem b) separar o derivado
radiomarcado ligado ao tecido do ndo ligado ao tecido de um
composto de ligacdo a amiloide da presente invencdo, <)
quantificar o derivado radiomarcado ligado ao tecido de um
composto de ligacdo a amiloide da presente invencdo, e d)
converter as unidades do derivado radiomarcado ligado ao
tecido de um composto de ligacdo a amiloide da presente
invencdo as unidades de microgramas de amiloide por 100 mg

de tecido por comparacdo com um padrio.

Outra forma de realizacdo relaciona-se com um método para
distinguir um cérebro com doenca de Alzheimer de um cérebro
normal compreendendo os passos de: a) incubar tecido (i) do
cerebelo e (ii) de outra &rea do mesmo cérebro excetuando o
cerebelo, de sujeitos normais e de sujeitos suspeitos de
ter doenca de Alzheimer com um composto de ligacdo a
amiloide como preparado acima tal que a amiloide no tecido
se ligue ao derivado radiomarcado de um composto de ligacéo
a amiloide da ©presente invencédo; b) quantificar a
quantidade de amiloide ligada ao derivado radiomarcado de
um composto de ligacdo a amiloide da presente invencdo de
acordo com o método recitado acima; c) calcular a razédo da
quantidade de amiloide na &rea do cérebro excetuando o
cerebelo e da quantidade de amiloide no cerebelo; d)
comparar a razdo da quantidade de amiloide em tecido de
sujeitos normais com a a razdo da gquantidade de amiloide em
tecido de sujeitos suspeitos de ter doenca de Alzheimer; e
e) determinar a presenca da doenca de Alzheimer se a razdo
do cérebro de um sujeito suspeito de ter a doenca de
Alzheimer ¢é maior do que 90% das razbdes obtidas dos

cérebros de sujeitos normais.

Outras formas de realizacdo da invencdo serdo aparentes

para aqueles peritos na técnica pela consideracdo da
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especificacdo e préatica da invencdo divulgada aqui.
Pretende-se que a especificacdo seja considerada como
somente exemplar, com o verdadeiro &ambito da invencéo

estando indicado pelas seguintes reivindicacdes.

Breve descricdo dos desenhos

Figura 1 Tlustra as estruturas de uma Tioflavina S e

uma Tioflavina T;

Figura 2 Ilustra as estruturas de dois derivados de

tioflavina de acordo com a invencdo;

Figura 3 Ilustra quatro seccgdes seriadas do cortex
frontal do cérebro corado com fluorescente

de um paciente com DA;

Figura 4 Ilustra locais propostos de ligacdo da
Crisamina G e Tioflavina T em fibrilas em

folha-f3;

Figura 5 Ilustra ensaio de competicédo usando
Crisamina G, Tioflavina S e Tioflavina T, e
derivados da presente invencdo (BTA-0, BTA-

1 e BTA-2);

Figura 6 Ilustra a radioatividade ao longo do tempo
no coértex frontal de babuinos injetados com
BTA-1, 6-Meo-BTA-1 e 6-Me-BTA-1; e

Figura 7 Ilustra uma imagem de tomografia por emissédo
de positrdes de dois niveis de cérebro de
babuino depois da injecdo i.v. de [N-metilo-

HoiBTA-1.

Figura 8 Ilustra seccgbdbes post mortem do cérebro

humano e de camundongo transgénico coradas



29

com um derivado da presente invencédo (BTA-

1).

Figura 9 Ilustra a marcacdo 1in vivo das placas de
amiloide e amiloide wvascular coradas por um
derivado da presente invencdo (BTA-1) em
camundongos transgénicos vivos visualizados

com microscopia multifotdnica.

Descrigcdo detalhada da invencéo

A presente invencdo explora a faculdade dos compostos de
Tioflavina e seus derivados radiomarcados em atravessar a
barreira sangue cérebro in vivo e em se ligarem a AR
depositada em placas neuriticas (mas ndo difusas), a AP
depositada na amiloide cerebrovascular, e a amiloide
consistindo na proteina depositada nos ENF. Os compostos
presentes sdo derivados de amina ndo quaternaria da
Tioflavina S e T os quais sdo conhecidos por corar a
amiloide em seccdes de tecido e por se ligarem a AR
sintética in vitro. Kelenyi J. Histochem. Cytochem. 15: 172
(1967); Burns et al. J. Path. Bact. 94:337 (1967); Guntern
et al. Experientia 48: 8 (1992); LeVine Meth. Enzymol. 309:
274 (1999).

Os derivados de tioflavina da presente invencdo tém cada
uma das caracteristicas seguintes: (1) ligacdo especifica a
AR sintética in vitro e (2) faculdade para atravessar uma

barreira sangue cérebro ndo comprometida in vivo.

Como usado aqui para descrever os derivados de tioflavina,
“algquilo baixo” ¢é uma cadeia C;-Cg ramificada ou linear,
preferencialmente C;-C¢ e mais preferencialmente C;-C,
(e.g., metilo, etilo, propilo ou butilo). Quando R'-R' &

definido como “estanho tri-alquilo”, a fracdo é uma fracédo
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tri-C;-Cs algquilo Sn, preferencialmente fracdo tri-C;-Cs
alquilo Sn, mais preferencialmente fracdo tri-C;-C;, alquilo

Sn (e.g., metilo, etilo, propilo ou butilo).

0O método desta invencdo determina a presenca e localizacédo
dos depdbsitos amiloides num Oérgdo ou éarea do corpo,
preferencialmente cérebro, de um paciente. O presente
método compreende a administracdo de uma qguantidade
detetavel de uma composicdo farmacéutica contendo um
composto de ligacdo a amiloide como preparado acima,
chamado um “composto detetédvel”, ou um seu sal sollvel em
dgua farmaceuticamente aceitéavel, a um paciente. Uma
“quantidade detetéavel” significa que a quantidade do
composto detetavel que ¢é administrada ¢é suficiente para
permitir a detecdo da ligacdo do composto a amiloide. Uma
“quantidade eficaz de para imagiologia” significa que a
quantidade do composto detetdvel que ¢é administrada é
suficiente para permitir a imagiologia da ligacdo do

composto a amiloide.

A invencdo emprega sondas de amiloide as quais, em
conjugacdo com técnicas de neuroimagiologia ndo invasivas
tais como espetroscopia por ressondncia magnética (ERM) ou
imagiologia por ressonédncia magnética (IRM), ou imagiologia
de raios gama tais como tomografia por emissdo de positrdes
(TEP) ou tomografia computorizada por emissdo de fotédo
tnico (TCEFU), sdo usadas para quantificar a deposicdo de
amiloide in vivo. O termo “imagiologia in vivo” refere-se a
qualgquer método que permita a detecdo de um derivado de
tioflavina radiomarcado o qual é escolhido das estruturas
A-E ou F-J, como definidas acima. Para a imagiologia de
raios gama, a radiacdo emitida do 6rgd&o ou da &rea a ser
examinada é medida e expressa quer como ligacdo total, quer
como uma razdo na gqual a ligacdo total num tecido é

normalizada a (por exemplo, dividida pela) ligacdo total
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noutro tecido do mesmo sujeito durante o mesmo procedimento
de imagiologia de raios gama. A ligacdo total in vivo é
definida como o sinal inteiro detetado num tecido por uma
técnica de imagiologia in vivo sem a necessidade de
correcdo por uma segunda injecdo de uma guantidade idéntica
de composto marcado Jjuntamente com um grande excesso de
composto ndo marcado, mas de outra forma quimicamente
idéntico. Um “sujeito” é um mamifero, preferencialmente um
humano, e mais preferencialmente um humano suspeito de ter

deméncia.

Para propdésitos da imagiologia in vivo, o tipo de
instrumento de detecdo disponivel é um fator importante na
selecdo de um dado marcador. Por exemplo, isdétopos
radioativos e 'F sdo particularmente adequados para a
imagiologia in vivo nos métodos da presente invengdo. O
tipo de instrumento usado ir4d guiar a selecdo do
radionuclideo ou isdétopo estavel. Por exemplo, o
radionuclideo escolhido tem de ter um tipo de decaimento
detetavel por um dado tipo de instrumento. Outra
consideracdo relaciona-se com a meia-vida do radionuclideo.
A meia-vida deve ser longa o suficiente para que seja ainda
detetédvel no tempo de maxima captacdo pelo alvo, mas curta
o suficiente para qgue o hospedeiro ndo sustente radiacéo
deletéria. 0Os compostos radiomarcados da invencédo podem ser
detetados usando imagiologia de raios gama em que a
irradiacdo gama emitida do comprimento de onda apropriado

seja detetada. Métodos de imagiologia de raios gama

incluem, mas nao se limitam a, TCEFU e TEP.
Preferencialmente, para a detecéao por TCEFU, o)
radiomarcador escolhido nao teré uma emisséao de

particulados, mas ird produzir um grande numero de fotdes
numa gama de 140-220 keV. Para a detecdo por TEP, o

radiomarcador serd um radionuclideo emissor de positrdes
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tal como F o qual se ird aniquilar para formar dois raios

gama de 511 keV que serédo detetados pela céamara de TEP.

Na presente invencdo, sdo elaborados compostos/sondas de
ligacdo a amiloide que s&do Uteis para a imagiologia in vivo
e quantificacdo da deposicdo amiloide. Estes compostos séo
para ser usados em conjuncéao com técnicas de
neuroimagiologia n&do invasivas tais como espetroscopia por
ressonédncia magnética (ERM) ou imagiologia por ressonancia
magnética (IRM), tomografia por emissdo de positrdes (TEP),
e tomografia computorizada por emissdo de fotdo dUnico
(TCEFU). De acordo com esta invencdo, os derivados de
tioflavina podem ser marcados com 'F ou °C para ERM/IRM
por técnicas gerais de gquimica orgadnica conhecidas na
técnica. Ver, e.g., March, J. ADVANCED ORGANIC CHEMISTRY:
REACTIONS, MECHANISMS, AND STRUCTURE (3% Edicédo, 1985). Os
derivados de tioflavina podem também ser radiomarcados com
Yr, 'c, "Br, ou '"Br para TEP por técnicas bem conhecidas
na técnica e sdo descritas por Fowler, J. e Wolf, A. em
POSITRON EMISSION TOMOGRAPHY AND AUTORADIOGRAPHY (Phelps,
M., Mazziota, J., and Schelbert, H. eds.) 391-450 (Raven
Press, NI 1986). Os derivados de tioflavina podem também

ser radiomarcados com **°I

para TCEFU por qualquer das
vadrias técnicas conhecidas na técnica. Ver, e.g., Kulkarni,
Int. J. Rad. Appl. & Inst. (Parte B) 18: 647 (1991). Além
disso, os derivados de tioflavina podem ser marcados com

qualguer isdétopo de iodo radioativo adequado, tais como,
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mas ndo se limitando a, , , ou , por iodacdo de um
derivado de amino diazotizado diretamente através de um
iodeto de diazdédnio, ver Greenbaum, F. Am. J. Pharm. 108: 17
(1936), ou por conversdo da amina diazotizada instével ao
triazeno estavel, ou pela conversdo do percursor halogenado
ndo radioativo a um derivado de estanho tri-alquilo estéavel
o qual depois pode ser convertido ao composto de iodo por

vdrios métodos bem conhecidos na técnica. Ver, Satyamurthy
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e Barrio J. Org. Chem. 48: 4394 (1983), Goodman et al., J.
Org. Chem. 49: 2322 (1984), e Mathis et al., J. Labell.
Comp. And Radiopharm. 1994: 905; Chumpradit et al., J. Med.
Chem. 34: 877 (1991); Zhuang et al., J. Med. Chem. 37: 1406
(1994); Chumpradit et al., J. Med. Chem. 37: 4245 (1994).
Por exemplo, um triazeno estédvel ou um derivado de estanho

tri-alquilo da tioflavina ou seus analogos reage com um

131 126
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agente de halogenacdo contendo , , %1, ""Br, "Br,
ou °F. Portanto, os derivados de estanho tri-alquilo da
tioflavina estdveis e seus andlogos S&80 pPrecursores novos
Uteis para a sintese de muitos dos compostos radiomarcados

no admbito da presente invencéo.

Os derivados de tioflavina podem também ser radiomarcados
com radiomarcadores metalicos conhecidos, tal como
Tecnécio-99m (°™Tc). A modificacdo dos substituintes para
introduzir ligandos que se ligam a tais ides metdlicos pode
ser efetuada sem experimentacdo indevida por um dos
vulgares peritos na técnica de radiomarcacédo. O derivado de
tioflavina radiomarcado com o metal pode entdo ser usado
para detetar depdsitos amiloides. A preparacdo de derivados

m"pe & bem conhecida no estado da

radiomarcados com
técnica. Ver, por exemplo, Zhuang et al., "Neutral and
stereospecific Tc-99m complexes: [99mTc]N-benzyl-3,4-di- (N-
2-mercaptoethyl)-amino-pyrrolidines (P-BAT) " Nuclear
Medicine & Biology 26(2):217-24, (1999); Oya et al., "Small
and neutral Tc (v)O BAT, bisaminoethanethiol (N252)
complexes for developing new brain imaging agents” Nuclear
Medicine & Biology 25(2):135-40, (1998); e Hom et al.,
"Technetium-99m-labeled receptor-specific small-molecule

radiopharmaceuticals: recent developments and encouraging

results" Nuclear Medicine & Biology 24 (6):485-98, (1997).
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Os métodos da presente invencdo podem usar isdtopos
detetaveis ©por espetroscopia por ressondncia magnética
nuclear para propdsitos de imagiologia e espetroscopia in
vivo. Elementos particularmente Uteis na espetroscopia por

ressondncia magnética incluem F e '°C.

Radioisdétopos adequados para propdsitos desta invencédo
incluem emissores Dbeta, emissores gama, emissores de

positrdes, e emissores de raios X. Estes radioisdtopos
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incluem , , °F, c, "Br, e '*Br. Isbétopos estéaveis
adequados para uso na Imagiologia por Ressondncia Magnética
(IRM) ou Espetroscopia por Ressonédncia Magnética (ERM), de
acordo com esta invencdo, incluem F e *°C. Radioisdtopos
adequados para quantificacdo in vitro da amiloide em
homogeneizados na biopsia ou em tecido post mortem incluem

>1, 'C, e °H. 0s radiomarcadores preferenciais s&o ''C ou

F para uso na imagiologia in vivo por PET, *%°

I para uso
na imagiologia de TCEFU, '°F para ERM/IRM, e °H ou '‘C para
estudos in vitro. No entanto, qualguer método convencional
para visualizacdo das sondas de diagndéstico pode ser

utilizado de acordo com esta invencéo.

0O método pode ser usado para diagnosticar a DA em casos
ligeira ou clinicamente confusos. Esta técnica permitiria
também estudos longitudinais da deposicdo amiloide em
populacdes humanas com alto risco para a deposicéo
amiloide, tais como sindrome de Down, DA familiar, e
homozigotos para o alelo E4 da apolipoproteina. Corder et
al., Science 261: 921 (1993). Um método que permita que a
sequéncia temporal da deposicdo amiloide seja seguida pode
determinar se a deposicdo ocorre muito antes de a deméncia
comegcar ou se a deposicdo ndo estd relacionada com a

deméncia. Este método pode ser usado para monitorizar a
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eficdcia das terapias direcionadas a prevencdo da deposicéo

amiloide.
Geralmente, a dosagem do derivado de tioflavina
detetavelmente marcado ira variar dependendo de

consideracdes tais como idade, condicdo, sexo e extensdo da
doenca no paciente, contraindicac¢des, se algumas, terapias
concomitantes e outras variadveis, a serem ajustadas por um
médico perito na técnica. A dosagem pode variar de 0,001

pg/kg a 10 pg/kg, preferencialmente 0,01 ng/kg a 1,0 pg/kg.

A administracdo ao sujeito pode ser local ou sistémica e
realizada intravenosamente, intraarterialmente, intratecal
(através do fluido raquidiano) ou similares. A
administracéo podem também ser intradermal ou
intracavitéaria, dependendo do 1local do corpo sob exame.
Depois de um tempo suficiente ter decorrido para gque o
composto se ligue com a amiloide, por exemplo 30 minutos a
48 horas, a &4rea do sujeito sob investigacdo ¢é examinada
por técnicas de imagiologia rotineiras tais como ERM/IRM,
TCEFU, imagiologia de cintilacdo planar, TEP, e quaisquer
técnicas de 1imagiologia emergentes, também. O protocolo
exato 1rd necessariamente variar dependendo de fatores
especificos do paciente, como mencionado acima, e
dependendo do local do <corpo sob exame, método de
administracdo e tipo de marcador usado; a determinacdo dos
procedimentos especificos serd rotina para os especialistas
peritos. Para a imagiologia do cérebro, preferencialmente,
a quantidade (ligacdo total ou especifica) de derivado de
tioflavina radioativamente marcado ligado ou anédlogo da
presente invencdo é medida e comparada (como uma razdo) com
a quantidade de derivado de tioflavina marcado ligado ao
cerebelo do paciente. Esta razdo é entdo comparada com a

mesma razdo num cérebro normal com a mesma idade.
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As composicdes farmacéuticas da presente invencdo sé&o
vantajosamente administradas na forma de composicdes
injetaveis, mas podem também ser formuladas em sistemas de
distribuicdo de medicamentos bem conhecidos (e.g., oral,
retal, parenteral (intravenoso, intramuscular, subcuténeo),
intracisternal, intravaginal, intraperitoneal, local (pds,
pomadas ou gotas), ou como um pulverizador bucal ou nasal).
Uma composicdo tipica para tal propdsito compreende um
transportador farmaceuticamente aceitéavel. Por exemplo, a
composicdo pode conter cerca de 10 mg de albumina do soro
humano e de cerca de 0,5 a 500 microgramas do derivado de
tioflavina marcado por mililitro de tampdo fosfato contendo
NaCl. Outros transportadores farmaceuticamente aceitaveis
incluem solucdes aquosas, excipientes nao toéxicos,
incluindo sais, conservantes, tampdes e similares, como
descrito, por exemplo, em  REMINGTON’S PHARMACEUTICAL
SCIENCES, 15°% Ed. Easton: Mack Publishing Co. pp. 1405-1412
e 1461-1487 (1975) e THE NATIONAL FORMULARY XIV., 142 Ed.

Washington: American Pharmaceutical Association (1975).

Exemplos de solventes ndo aquosos sdo propileno glicol,
polietileno glicol, &leo vegetal e ésteres organicos
injetaveis tal como oleato de etilo. Os transportadores
aquosos incluem &gua, solucgdes alcodlicas/aquosas, solugdes
salinas, veiculos parenterais tais como cloreto de sédio,
dextrose de Ringer, etc. 0Os veiculos intravenosos incluem
reabastecedores de fluido e nutriente. O0Os conservantes
incluem antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes e
gases inertes. O pH e a concentracdo exata dos varios
componentes da composicdo farmacéutica sdo ajustados de
acordo com pericias de rotina na técnica. Ver, Goodman e
Gilman’s THE PHARMACOLOGICAL BASIS FOR THERAPEUTICS (7°%
Ed.).



37

Composicdes farmacéuticas particularmente preferenciais da
presente invencdo sdo aquelas que, além de se ligaram
especificamente a amiloide in vivo e capazes de atravessar
a barreira sangue cérebro, sdo também ndo tdéxicas a niveis
de dosagem apropriados e tém uma duracdo satisfatdria do

efeito.

De acordo com a presente invencédo, uma composicéo
farmacéutica compreendendo compostos de tioflavina que se
ligam a amiloide, ¢é administrada a sujeitos nos gquais a
formacdo da amiloide ou das fibrilas de amiloide ¢é
antecipada. Na forma de realizacdo preferencial, tal
sujeito ¢ um humano e inclui, por exemplo, aqgqueles que
estdo em risco de desenvolver amiloide cerebral, incluindo
a populacdo idosa, ndo demente e pacientes tendo doencas
associadas a amiloidose e diabetes mellitus Tipo 2. O termo
“prevenindo” destina-se a incluir a melhoria da degeneracéo
celular e toxicidade associadas com a formacdo de fibrilas.
Por “melhoria” entende-se o tratamento ou prevencdo das
formas mais severas da degeneracdo celular e toxicidade em
pacientes manifestando j& sinais de toxicidade, tal como

deméncia.

A composicéo farmacéutica compreende compostos de
tioflavina que se ligam a amiloide descritos acima e um
transportador farmaceuticamente aceitédvel. Numa forma de
realizacdo, tal composicdo farmacéutica compreende albumina
do soro, compostos de tioflavina que se ligam a amiloide e
um tampdo fosfato contendo NaCl. Outros transportadores
farmaceuticamente aceitédveis incluem solucgdes aquosas,
excipientes ndo tdéxicos, incluindo sais, conservantes,
tampdes e similares, como descrito, por exemplo, em
REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 15% Ed. Easton: Mack
Publishing Co. pp. 1405-1412 e 1461-1487 (1975) e THE
NATIONAL FORMULARY XIV., 148 Ed. Washington: American
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Pharmaceutical Association (1975) e the UNITED STATES
PHARMACOPETIA XVIIT. 18® Ed. Washington: American
Pharmaceutical Association (1995) os contetidos dos quais

sdo deste modo incorporados por referéncia.

Exemplos de solventes ndo aquosos sdo propileno glicol,
polietileno glicol, &éleo vegetal e ésteres organicos
injetaveis tal como oleato de etilo. 0Os transportadores
aquosos incluem agua, solucdes alcodlicas/aquosas, solugdes
salinas, veiculos parenterais tais como cloreto de sédio,
dextrose de Ringer, etc. 0s veiculos intravenosos incluem
reabastecedores de fluido e nutriente. Os conservantes
incluem antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes e
gases 1inertes. O pH e a concentracdo exata dos varios
componentes da composicdo farmacéutica s&o ajustados de
acordo com pericias de rotina na técnica. Ver, Goodman e
Gilman’s THE PHARMACOLOGICAL BASIS FOR THERAPEUTICS (7°
Ed.).

De acordo <com a invencdo, a composicdo farmacéutica
inventiva poderia ser administrada oralmente, na forma de
um liquido ou de um sélido, ou injetada intravenosamente ou
intramuscularmente, na forma de uma suspensdo ou de uma
solugdo. Pelo termo “quantidade farmaceuticamente eficaz“
entende-se uma quantidade que previne a degeneracdo celular
e toxicidade associadas com a formacdo de fibrilas. Tal
quantidade iria necessariamente variar dependendo da idade,
peso e condicdo do paciente e seria ajustada por aqgueles
vulgares peritos na técnica de acordo com protocolos bem
conhecidos. Numa forma de realizacdo, a dosagem seria entre
0,1 e 100 mg/kg por dia, ou dividida em dosagens mais
pequenas a serem administradas duas a gquatro vezes por dia.
Tal regime seria continuado numa base didria para a vida do

paciente. Alternativamente, a composicéao farmacéutica
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poderia ser administrada intramuscularmente em dosagens de

0,1 a 100 mg/kg cada uma a seis semanas.

De acordo com o aspeto da invencdo descrito acima gque se
relaciona com um método de detecdo dos depdsitos amiloides
na biopsia ou tecido post mortem, o método envolve incubar
tecido fixo em formalina com uma solucdo de um composto de
tioflavina de 1ligacdo a amiloide como preparado acima.
Preferencialmente, a solucdo é 25-100% de etanol (com o©
restante sendo &gua), saturada com um composto de
tioflavina de ligacdo a amiloide de acordo com a invencé&o.
Apbs a incubacdo, o composto cora ou marca o depdsito
amiloide no tecido, e o depdsito corado ou marcado pode ser
detetado ou visualizado por gqualquer método padrdo. Tais
meios de detecdo incluem técnicas microscdpicas tais como
microscopia sobre fundo claro, de fluorescéncia, laser

confocal, e por polarizacdo cruzada.

0O método de quantificacdo da gquantidade de amiloide na
biopsia ou em tecido post mortem envolve incubar um
derivado marcado de tioflavina de acordo com a presente
invencdo, ou um seu sal soluvel em Agua, ndo tdéxico, com um
homogeneizado na biopsia ou em tecido post mortem. O tecido
é obtido e homogeneizado por métodos bem conhecidos na
técnica. O marcador preferencial é um radiomarcador, embora
outros marcadores tais como enzimas, compostos
quimioluminescentes e imunofluorescentes s&do bem conhecidos

dos especialistas peritos. O marcador preferencial é '*°I

14

C ou “H, o substituinte de marcador preferencial de um
composto de ligacdo a amiloide é pelo menos um de R’-R'. 0
tecido contendo os depdsitos amiloides ird ligar-se aos
derivados marcados dos compostos de tioflavina de ligacdo a
amiloide da presente invencdo. O tecido ligado € entéo
separado do tecido n&do 1ligado por qualquer mecanismo

conhecido do especialista perito, tal como filtracdo. O
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tecido ligado pode entdo ser quantificado através de
quaisquer meios conhecidos do especialista perito. As
unidades do derivado de tioflavina radiomarcado ligado ao
tecido sdo entdo convertidas as unidades de microgramas de
amiloide por 100 mg de tecido por comparac¢doc com uma curva
padrdo gerada pela incubacdo de quantidades conhecidas de

amiloide com o derivado de tioflavina radiomarcado.

0O método de distincdo de um cérebro doente com Alzheimer de
um cérebro normal envolve a obtencdo de tecido (i) do
cerebelo e (ii) de outra &rea do mesmo cérebro, excetuando
o cerebelo, de sujeitos normais e de sujeitos suspeitos de
ter doenca de Alzheimer. Tails tecidos sdo elaborados em
homogeneizados separados usando métodos bem conhecidos do
especialista perito, e entdo sdo incubados com um composto
radiomarcado de tioflavina de ligacdo a amiloide. A
quantidade de tecido que se liga ao composto radiomarcado
de tioflavina de ligacdo a amiloide é entdo calculada para
cada tipo de tecido (e.g., cerebelo, ndo cerebelo, normal,
anormal) e a razdo para a ligacdo de tecido do cerebelo e
do tecido ndo do cerebelo é calculada para o tecido de
pacientes normais e para o tecido de pacientes suspeitos de
ter doenca de Alzheimer. Estas razdes sdo entdo comparadas.
Se a razdo do cérebro suspeito de ter doenca de Alzheimer &
maior do que 90% das razdes obtidas dos cérebros normais, é
feito o diagndéstico da doenca de Alzheimer. As razdes
normais podem ser obtidas de dados previamente obtidos, ou
alternativamente, podem ser recalculadas ao mesmo tempo que
o tecido do cérebro suspeito é estudado.

Modelacdo Molecular

A modelacdo molecular foi feita wusando o programa de
modelacdo de computador Alchemy2000 Tripost, Inc. St.
Louis, MO) para gerar as cadeias peptidicas da ABf na
conformacdo de folha-beta antiparalela. Kirschner et al.,

Proc. Natl. Acad. Sci. E.U.A. 83: 503 (1986). 0Os péptidos
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da amiloide foram colocados em lacos em grampo (Hilbich et
al., J. Mol. Biol. 218: 149 (1991)) e usados sem mais
refinamento estrutural. Os péptidos da AR foram alinhados
de modo a que as cadeias alternadas estivessem espacadas de
4,76 A entre si, caracteristica das fibrilas em folha-beta.
Kirschner, supra. Os derivados de Tioflavina T foram
minimizados energeticamente e alinhados com o modelo de
fibrila para maximizar o contacto com Asp-23/Gln-15/His-13

da AR (1-42).

Caracterizacdo da Ligagdo Especifica ao Péptido Sintético

da AB: Afinidade, Cinética, Ligagdo Maxima

As caracteristicas da ligacdo dos derivados de tioflavina
foram analisadas wusando AR sintética (1-40) e 2-(4'-
[l11C]metilamino-fenilo)-benzotiazol ([N-metilo-11C]BTA-1)
em salino tamponizado com fosfato (pH 7,0) ou tampdo de
glicina/20% etanol (pH 8,0) como previamente descrito para
a ligacdo da Crisamina G. Klunk et al. Neurobiol. Aging 15:

691 (1994).
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A sequéncia de aminodcidos para a ABf (1-40) é a seguinte:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
As Al Gl Ph Ar Hi As Se Gl Ty Gl Va

S a u e g S P r N r u 1

13 (14 |15 |16 |17 18 |19 |20 (21 (22 |23 |24

Hi Hi Gl Ly |Le |Va Ph | Ph [Al Gl |[As |Va

25 (26 |27 |28 |29 [30 |31 |32 |33 [34 |35 |36
Gl Se As Ly Gl Al I1 I1 Gl Le Me Va

37 38 39 40
Gl Gl Va Va

Preparacdo dos Derivados de Tioflavina para Coloracdo do

Tecido

Ambas as Tioflavina S (TS) e Tioflavina T (TT) foram
utilizadas como farmacéforos (ver, e.g., Fig. 1). E de
notar que ambos os compostos contém aminas quaterndrias e

sdo, assim, muito hidrofilicos como resultado.

A [C-14]TT foi sintetizada e wusada para determinar a
lipofilicidade relativa dividindo entre octanol e salino
tamponizado com fosfato. O log do coeficiente de particéo,
1ogPsct, verificou-se ser 0,57 para a [C-14]TT. Foi
determinado que a amina quaterndria torna a TT muito polar
para uso como um agente de imagiologia do cérebro eficaz.
Baseando-se nos resultados dos derivados de vermelho do
Congo lipofilicos (fendéis ndo carregados a pH fisioldbgico,
mas potencialmente ionizéveis com um pK, de ~8,5) (Klunk et

al. WO09634853A1, WO09847969A1, W009924394A2), 0s
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inventores removeram o grupo metilo do nitrogénio do
benzotiazol para os derivados de TT. A remocdo da fracdo de
metilo eliminou a amina quaterndria carregada da porcdo do
heterociclico da molécula, deixando uma amina aromdtica a
qual tipicamente tem valores de pK, de ~5,5. E usada
nomenclatura abreviada para os derivados de TT em que a
espinha dorsal béasica €& designada BTA (para BenzoTiazol-
Anilina). Os substituintes no anel do Dbenzotiazol s&o
colocados antes do “B” e o nuUmero de grupos metilo no
nitrogénio da anilina é colocado depois do “A” (ver, e.g.,

Fig. 2).

i. Coloracdo Preliminar do Tecido com TT e Derivados

A TT (ver, e.g., Fig. 1) & um corante fluorescente que tem
sido usado como um corante histoldgico (Burns et al., "The
specificity of the staining of amyloid deposits with
thioflavine T" Journal of Pathology & Bacteriology 94:337-
344; 1967.). A TT cora fracamente placas (ver, e.g., Fig.
3), emaranhados, filamentos de neurdpilos e amiloide
cerebrovascular (ACV) no cérebro com DA. A coloracéado
preliminar do tecido mostra que quer a amina primaria 2-
(4’ —aminofenilo)-6-metilo-benzotiazol (6-Me-BTA-0), quer a
amina terciaria 2-(4’-dimetiloaminofenilo)-6-metilo-
benzotiazol (6-Me-BTA-2) também coram placas e emaranhados
no cérebro com DA post mortem (ver, e.g., Fig. 3).
Experiéncias nas quais as concentracdes de 6-Me-BTA-0 e 6-
Me-BTA-2 eram progressivamente diminuidas mostraram que a
coloracdo quer pela 6-Me-BTA-0O, quer pela 6-Me-BTA-1 podia
ainda ser detetada com solucgdes de coloracdo contendo
somente 10 nM do composto de BTA. Em contraste, o BTF (2-
fenilobenzotiazol) n&o parece corar as placas, no entanto,
este composto ndo é tdo fluorescente como os derivados de
BTA. Portanto, no desenvolvimento destes compostos, a

coloracdo do tecido tem servido o duplo propdsito de
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avaliar a especificidade da coloracdo em tecido do cérebro
com DA bem como de avaliar a afinidade de 1ligacdo pelo
rastreio de solug¢des de coloracdo ao longo de uma gama de
concentracdes similares as empregues nos ensaios de

ligacéao.

ii. Modelos de Ligagdo dos Derivados de Vermelho do Congo

e TT a AB

Existem algumas teorias sobre o mecanismo de ligacgédo da TT

a P-amiloide, mas nenhuma teoria especifica tem sido
provada ou aceite. No entanto, o mecanismo parece ser
especifico e saturavel (LeVine, "OQuantification of
betasheet amyloid fibril structures with thioflavin T"
Meth. FEnzymol. 309:272-284;1999). Portanto, deveria ser
possivel localizar o(s) potencial (ais) local (ais) de
ligacdo na AR e desenvolver um modelo de ligacdo de uma
maneira andloga aquela usada para desenvolver o modelo de
ligacdo vermelho do Congo (VC)/Crisamina-G (CG) (Klunk et
al., "Developments of small molecule probes for the
betaamyloid protein of Alzheimer’s disease'" Neurobiol.
Aging 15:691-698;1994.) baseado nas seguintes propriedades
estruturais e de ligacdo. Primeiro, a TT e a CG tém cargas
opostas a pH fisioldgico, e ndo ¢é provavel que elas
partilhem um local de ligacdo comum. Isto é suportado pela
falta de competicdo da TT para a ligacdo de [’H]CG as
fibrilas de AR (ver, e.g., Fig. 5).

Estudos estruturais prévios de fibrilas de AR (Hilbich et
al., "Aggregation and secondary structure of synthetic
amyloid beta A4 peptides of Alzheimer’s disease" Journal of
Molecular Biology 218:149-63;1991.) e da ligagdo do VC e da
CG as fibrilas de AR sugeriram um modelo molecular no qual
a CG se liga através de uma combinacdo de interacéo

eletrostidtica e hidrofébica a é&rea de Lys-16 (ver, e.g.,
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Fig. 4). 0Os estudos de LeVine (LeVine 1ibid) ajudaram a
localizar o local da ligacdo da TT a AR mostrando gque a TT
se liga bem a BA12-28, mas negligentemente a ABR25-35. Isto
sugere que o local de ligacdo da TT se situa algures entre
os residuos 12 e 24 da AB. E provavel que a TT
positivamente carregada (uma amina quaternaria) iré& ser
atraida aos residuos negativamente carregados (adcidos) na
AB. Entre os aminocéadcidos 12 e 24, os Unicos residuos &cidos
sdo Glu-22 e Asp-23. Engquanto ambos sdoc candidatos, o
modelo existente prevé que Glu-22 esteja envolvida muito
perto do local de ligacédo de Lys-16 para a CG. O modelo “de
trabalho” corrente localiza a ligacdo da TT a &rea de Asp-
23 no lado oposto da fibrila do local de CG proposto. Uma
vez que o elemento-chave da ligacdo da TT (e da CG) ¢é a
presenca de uma fibrila em folha-beta, a ligacdo tem que
requerer mais do dque somente um residuo de aminoacido
tnico. O local de 1ligacdo existe quando residuos que
normalmente ndo interagem em mondmeros sdo reunidos na
fibrila em folha-beta. Assim sendo, sem estar vinculado a
qualquer uma teoria, acredita-se que a TT também interage
através das ligagdes de hidrogénio com His-13 e Gln-15 de
uma molécula separada, adjacente a AB compreendendo a

fibrila em folha-beta.

iii. Radiomarcagdo da TT e Ensaios de Ligagdo de

Radioligandos

A avaliacdo da 1ligacdo por coloracdo do tecido ¢é util,
particularmente para a avaliacdo da especificidade. O
composto BTF, o qual ndo ¢é muito fluorescente, pode néao
mostrar coloracdo quer porque ndo se liga suficientemente
bem, quer porque ndo ¢é suficientemente fluorescente. Além
da coloracdo do tecido <com DA, podem ser conduzidos
espetrofotometricamente ensaios de ligacdo quantitativos
(LeVine 1ibid). Este ensaio depende da mudanca espetral

metacromética que ocorre quando a TT se liga a fibrila de
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amiloide. Enquanto este ensaio pode ser Util para compostos
altamente fluorescentes individualmente rastreados que
mostram esta mudanca metacromdtica, ndo foi determinado ser
util para ensaios de competicdo. Por exemplo, é comummente
observado que os compostos do teste (e.g., CG) extinguem a
fluorescéncia do complexo TT-AR (bem como da TT sozinha).
Compostos que extinguem, mas ndo se ligam ao local da TT,
irdo falsamente parecer que se ligam. Assim sendo, ¢
preferivel usar TT radiomarcada em ensaios de ligacdo da
radioligandos tipicos com AP agregada. Neste ensaio, a
inibicdo da ligacdo de TT radiomarcada a AR presa em
filtros representaria a verdadeira inibicdo da ligacdo da
TT e ndo requer gue o composto do teste seja altamente

fluorescente.

Os exemplos seguintes sdo dados para ilustrar a presente
invencdo. Deve ser percebido, no entanto, que a invencéo
ndo se limita as condigdes ou detalhes especificos

descritos nestes exemplos.

Os exemplos 1, 2 e 5 ndo formam parte da invencéo

reivindicada.

EXEMPIOS

Todos 0s reagentes usados na sintese foram adgquiridos da
Aldrich Chemical Company e usados sem purificacéo
adicional. 0Os pontos de fusdo foram determinados no Mel-
TEMP II e n&do foram corrigidos. Os espetros de 'H RMN de
todos os compostos foram medidos no Bruker 300 usando TMS
como referéncia interna e estavam de acordo com as
estruturas atribuidas. A CCF foi realizada usando Silica
Gek ©60 Fysy da EM Sciences e detetada sob lampada UV. A
cromatografia flash foi realizada em silica gel 60 (malha
230-400) adguirida da Mallinckrodt Company. A CCFEF de fase

reversa foi adquirida da Whiteman Company.
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Exemplos de Sintese

Exemplo 1: Sintese de derivados baseados na primulina:
Rota 1: O exemplo da sintese de compostos de Primulina é de

acordo com o esquema de reacdo ilustrado abaixo:

Piridina HOO , .
NG, - ‘
‘ Hy ﬁ SH
PCI a \ NN,
L T jm—Ovmoz

Y

Os derivados de primulina s&do preparados baseando-se no
método de Schubert (Schubert, M. Zur Kenntnis der
Dehydrothiotoluidin- and Primulin-sulfosduren, Justus
Liebigs Ann. Chem. 558, 10-33,1947) através da condensacéo
de 2-amino-5-metilotiofenol com cloreto de 2-(p-
nitrofenilo)-benzotiazol-6-carboxilico e subsequente
reducdo do grupo nitro com cloreto de estanho em etanol. Os
derivados substituidos da base de primulina s&do
sintetizados com os cloretos de p-nitrobenzoilo
substituidos e 2-aminotiofenol substituidos com R’-R"

apropriados.

Seguindo a mesma estratégia como acima, os outros derivados
de primulina reivindicados podem ser sintetizados
substituindo o derivado do &cido 3-mercapto-4-aminobenzoico

substituido apropriado (e.g. é&cido 2-, 5-, ou 6-metilo-3-
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mercapto-4-aminobenzoico), o derivado do cloreto de 4-
nitro-benzoilo apropriado (e.g. cloreto de 2- ou 3-metilo-
4-nitro-benzoilo) ou o derivado de 2-amino-5-metilotiofenol
apropriado (e.g. 3,5-, 4,5-, ou 5,6-dimetilo-2-

aminotiofenol) .

Exemplo 2: Sintese de derivados de 2-[2-(4 -aminofenilo)-
etilenilo] -benzotiazol

Rota 3: O exemplo da sintese de BTEA-Q0, 1, 2 e BTAA-0, 1,
2, 0s quais sdo representativos do grupo de compostos de
BTEA e BTAA foi de acordo com o esquema de reacdo ilustrado

abaixo:

V—tmz e Wm

EEOH refluxn g K;CO},DMSO (

O e O
. B p \
N PIrC N
1 14
Acido

HwNm polifosfaorico w_@_ ,
Me, Nhde

220°C, 4 hrs

NMey

37

(a) Trans-2-(4-Nitrofeniloetilenilo)benzotiazol (11)

O cloreto de trans-4-Nitrocinamilo 10 (1,77 g, 9,5 mmol,
1,2 eq.) em DMF (20 mL) foi adicionado a uma solucdo de 2-
aminotiofenol 9 (1,0 g, 8,0 mmol) em DMF (15 mL) a
temperatura ambiente. A mistura reacional foi agitada a

temperatura ambiente durante a noite. A mistura reacional
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foi vertida numa solucdo de 10% de carbonato de sdédio (100
mL). O participado foi recolhido por filtracdo sob presséo
reduzida. A recristalizacdo a partir do metanol deu 1,95 g

(85,1%) do produto 11.

(b) 2-(4-Aminofeniloetilenilo)benzotiazol (12)

Uma mistura de 2-(4-nitrofeniloetilenilo) 11 (500 mg, 1,7
mmol) e cloreto de estanho (II) di-hidratado (1,18 g, 5,2
mmol) em etanol anidro (20 mL) foi submetida a refluxo sob
atmosfera de N, durante 4 hrs. O etanol foi removido por
evaporacdo no vacuo. O residuo foi dissolvido em acetato de
etilo (20 mL), lavado com solucdo de NaOH (1 N, 3x20 mL) e
adgua (3x20 mL), e seco sobre MgSO,. A evaporacdo até a

secura deu 40 mg (8,0%) de produto 12.

(c) 2-(4-Metilominofeniloetilenilo)benzotiazol (13)

Uma mistura de 2-(4-aminofeniloetilenilo) 12 (7 mg), Mel
(3,9 mg) e Ky;CO; anidro (100 mg) em DMSO (anidro, 0,5 mL)
foi aquecida a 100°C durante 16 hrs. A mistura reacional
foi purificada com CCF de fase reversa (MeOH:H,0=7:1) para

dar 2,5 mg (32,7%) do produto 13.

(d) 2-(4-aminofeniloetileno)benzotiazol (14)

O 2-(4-Nitrofeniloetilenilo)benzatiazol (30 mg, 0,10 mL)
foi dissolvido em MeOH (10 mL). Foi adicionado Pd/C (10%,
40 mg) e a mistura reacional foi agitada sob uma atmosfera
de H, a temperatura ambiente durante 60 hrs. O catalisador
foi filtrado e lavado com metanol (ca. 2 mL). A evaporacéo
do filtrado deu o produto bruto o qual foi purificado com
CCF (hexanos:acetato de etilo = 70:40) para dar 15 mg (50%)
do produto. 'HRMN(300MHz, MeOH-d,) &: 7,88 (d, J=8,3Hz, L1H,
-7y, 7,86( 4, J = 8,1 Hz, 1H, H-4), 7,48 (dd, J; = J, =
6,2Hz, 1H, H-5 ou H-¢), 7,38 (dd, J, = J, = 8,2Hz, 1H, H-5
ou H-6), 6,96 (d, J = 6,8Hz, 2H, H-2',6’), 6,62( d, J =
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6,8Hz, 2H, H-3', 5'), 3,36 (t, J = 7,4Hz, 2H, CH;), 3,03
(t, J=7,4Hz, 2H, CH;).

(e) 2-(4-Dimetiloaminofeniloetileno)benzotiazol (16)

Uma mistura de 2-aminotiofenol 9 (0,51 g, 4,1 mmol), acido
trans-4-dimetiloaminocindmico 14 (0,79 g, 4,1 mmol) e AP
(10 g) foi aquecida a 220°C durante 4 hrs. A mistura
reacional foi arrefecida até a temperatura ambiente e
vertida em 10% de solucdo de carbonato de potédssio (~400
mL). O residuo foi recolhido por filtracdo sob presséo
reduzida. A purificacdo com coluna flush (hexanos: acetato
de etilo =2:1) deu 560 mg (48,7%) do produto 15 como um

s6lido amarelo.

(f) 2-(4-Dimetiloaminofeniloetileno)benzotiazol (17)

0 2-(4-Dimetiloaminofeniloetilenilo)benzatiazol (12 mg,
0,038 mL) foi dissolvido em MeOH (5 mL). Foli adicionado
Pd/C (10%, 20 mg) e a mistura reacional foi agitada sob uma
atmosfera de H, a temperatura ambiente durante 16 hrs. O
catalisador foi filtrado e lavado com metanol (ca. 1 mL). A
evaporacdo do filtrado deu 7 mg (58%) do produto.
'"HRMN (300MHz, Acetona-d¢) &: 7,97 (d, J=8,3Hz, 1H, H-7),
7,93 (4, J = 8,1 Hz, 1H, H-4), 7,48 (dt, J = 6,2Hz, J =
1,1Hz 1H, H-5 ou H-6), 7,38 (dt, J = 8,2Hz, J = 1,1Hz, 1H,
H-5 ou H-6), 7,13 (d, J = 6,8Hz, 2H, H-2',6"), 6,68 (d, J =
6,8Hz, 2H, H-3’, b5'), 3,37 (¢, J = 7,4Hz, 2H, CHy), 3,09
(t, J=7,4Hz, 2H, CH;), 2,88 (s, 6H, NMe,).

Exemplo 3: Sintese de derivados de 2-(4"-aminofenilo)-
benzotiazol

Rota 1: Exemplo da sintese de 6-MeO-BTA-O, -1, -2, o qual é
representativo do grupo de compostos de BTA com OS
substituintes R7-Riy bem como R3-Rs (Shi et al., "Antitumor
Benzothiazoles. 3. Synthesis of 2-(4-

Aminophenyl)benzothiazoles and Evaluation of Their
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Activities against Breast Cancer Cell Lines in Vitro and in

Vivo" J. Med. Chem. 39:3375-3384, 1996):

Hyl Piridina Reagente de Lawesson
“"Q }-{}m — M}
Hy s HxCO.
“Q; H}m 22 OO OO
Na(OH

L] 5 &

Cﬂﬂ HR0. §
o o+ O
K00y N

(a) 4-Metoxi-4 -nitrobenzanilida (3)

A p-Anisidina 1 (1,0 g, 8,1 mmol) foi dissolvida em
piridina anidra (15 mL), foi adicionado cloreto de 4-
nitrobenzoilo 2 (1,5 g, 8,1 mmol). Permitiu-se que a
mistura reacional ficasse a temperatura ambiente durante 16
hrs. A mistura reacional foi vertida em &gua e o
precipitado foi recolhido com o filtrado sob pressédo de
vacuo e lavado com 5% de bicarbonato de sdéddio (2x10 mL). O
produto 3 foi wusado no passo seguinte sem purificacéo
adicional. 'HRMN (300MHz, DMSO-d¢) &: 10,46 (s, 1H, NH),
8,37 (d, J = 5,5Hz, 2H, H-3',5"), 8,17 (d, J = 6,3Hz, 2H,
H-2’,6"), 7,48 (d, J = 6,0Hz, 2H), 6,97 (d, J = 6,5Hz, 2H),
3,75 (s, 3H, MeO).

(b) 4-Metoxi-4 -nitrotiobenzanilida (4)

Uma mistura de 4-metoxi-4 -nitrotiobenzanilida 3 (1,0 g,
3,7 mmol) e reagente de Lawesson (0,89 g, 2,2 mmol, 0,6
equiv.) em clorobenzeno (15 mL) foi aquecida a refluxo
durante 4 hrs. O solvente foi evaporado e o residuo foi
purificado com coluna flush (hexano: acetato de etilo =4:1)
para dar 820 mg (77,4%) do produto 4 como um sdélido de cor

laranja. HRMN (300MHz, DMSO-d¢) &: 8,29 (d, 2H, H-3’,5"),
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8,00 (d, J=8,5H=z, 2H, H-2'",¢6"), 7,76 (4, 2H), 7,03(d,
J=8,4H=z, 2H), 3,808,37 (d, J=5,5Hz, 2H, H-3',5"), 8,17 (4,
J=6,3Hz, 2H, H-2'",6"), 7,48 (d, J = 6,6Hz, 2H), 6,97 (d, J
= 6,5Hz, 2H), 3,75 (s, 3H, MeO). (s, 3H, MeO).

(c) 6-Metoxi-2-(4-nitrofenilo)benzotiazol (5)

As 4-Metoxi-4 -nitrotiobenzanilidas 4 (0,5 g, 1,74 mmol)
foram molhadas com um pouco de etanol (~0,5 mL), e foi
adicionada 30% de solucdo agquosa de hidrdéxido de sbédio (556
mg, 13,9 mmol, 8 equiv.). A mistura foi diluida com &gua
para proporcionar uma solucdo/suspensdo final de 10% de
hidréxido de sdédio aquoso. Aliquotas desta mistura foram
adicionadas a intervalos de 1 min a uma solucdo agitada de
ferricianeto de potéssio (2,29 g, 6,9 mmol, 4 equiv.) em
dgua (5 mL) a 80-90°C. A mistura reacional foi aquecida
durante 0,5 h adicionais e entdo deixada a arrefecer. O
participado foi recolhido por filtracdo sob pressdo de
vacuo e lavado com &gua, purificado com <coluna flush
(hexano: acetato de etilo =4:1) para dar 130 mg (26%) do
produto 5. "HRMN (300MHz, Acetona-d¢) &: 8,45 (m, 4H), 8,07
(d, § = 8,5Hz, 1H, H-4), 7,69 (s, 1H, H-T7), 7,22 (d, J =
9,0Hz, 1H, H-5), 3,90 (s, 3H, MeO).

(d) 6-Metoxi-2-(4-aminofenilo)benzotiazol (6)

Uma mistura de 6-metoxi-2-(4-nitrofenilo)benzotiazdis 5 (22
g, 0,077 mmol) e cloreto de estanho (II) di-hidratado (132
mg, 0,45 mmol) em etanol em ebulicdo foi agitada sob
atmosfera de azoto durante 4 hrs. O etanol foi evaporado e
o residuo foi dissolvido em acetato de etilo (10 mL),
lavado com 1 N de hidréxido de sdédédio (2 mL) e adgua (5 mL),
e seco sobre MgSO,. A evaporacdo do solvente deu 19 mg

(97%) do produto 6 como sdélido amarelo.
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(e) 6-Metoxi-2-(4-metiloaminofenilo)benzotiazol (7) e 6-
Metoxi-2- (4-dimetiloaminofenilo)benzotiazol (8)

Uma mistura de 6-metoxi-2-(4-aminofenilo)benzotiazol 6 (15
mg, 0,059 mmol), Mel (8,3 mg, 0.060 mmol) e K;CO; (100 mg,
0,72 mmol) em DMSO (anidro, 0,5 mL) foi aquecida a 100°C
durante 16 hrs. A mistura reacional foi purificada por CCF
de fase reversa (MeOH:H,O0 = 7:1) para dar 2,0 mg (13,3%) de
o-metoxi-2- (4-metiloaminofenilo)benzotiazol 7 e 6 mg (40%)
de 6-metoxi-2-(4-dimetiloaminofenilo)benzotiazol 8. 'HRMN
de 7 (300MHz, Acetona-dg) ©o: 7,85 (d, J=8,7Hz, 2H, H-2'
6’), 7,75 (dd, J = 8,8Hz, J = 1,3Hz, 1H, H-4), 7.49 (d, J =
2,4Hz, 1H, H-7), 7,01 (dd, J = 8,8Hz, J = 2,4Hz, H-5), 6,78
(d, § = 7,6Hz, 2H, H-3’ 5'), 3,84 (s, 3H, MeO), 2,91 (s,
3H, NMe), 'HRMN de 8 (300MHz, Acetona-d¢) &: 7,85 (d, J =
8,7Hz, 2H, H-2' ¢'), 7,75 (dd, J = 8,8Hz, J=1,3Hz, 1 H, H-
4y, 7,49 (d, J = 2,4Hz, 1H, H-T7), 7,01 (dd, J = 8,8Hz, J =
2,4Hz, H-5), 6,78 (d, J = 7,6Hz, 2H, H-3" 5'), 3,84 (s, 3H,
MeOQ), 3,01 (s, ©H, NMe,).

Seguindo a mesma estratégia como acima, os outros derivados
de 2-(4"'-aminofenilo)-benzotiazol reivindicados podem ser
sintetizados substituindo o derivado de anilina substituido
apropriado (e.g. 2-, 3-, ou 4-metiloanilina) e o derivado
de cloreto de 4-nitro-benzoilo apropriado (e.g. cloreto de

2- ou 3-metilo-4-nitro-benzoilo).

Exemplo 4: Sintese de derivados de BTA sem substituigédo de
R'7_R10

Rota 2: Exemplo da sintese de compostos de BTA-0, -1, -2,
08 quais sdo representativos do grupo de compostos de BTA
sem R’-R', (Garmaise et al., "Anthelmintic Quaternary
Salts. III. Benzothiazolium Salts" J. Med. Chem. 12:30-36
1969) :
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. SH _
O SO —— OO
NH, O N
9 18 19
SnCl CH,l
2. OO w25 GO
EOH, I‘Efll-lXO K,CO;5, DMSO
H Acido polifosférico —
+ 3—@ : % O
H 2 . / 5 2
NH, Fe) 220°C, 4 hrs Y] ¢

9 22 3

(a) 2-(4-Nitrofenilo)benzotiazol (19)

Uma solucdo de cloreto de 4-nitrobenzoilo (1,49 g, 8,0
mmol) em benzeno (anidro, 10 mL) foi adicionada gota a gota
ao 2-aminotiofenol (1,0 g, 8,0 mmol em 10 mL de benzeno) a
temperatura ambiente. A mistura reacional foi deixada a
agitar durante 16 hrs. A reacdo foi extinguida com &gua (20
mL) . A camada aquosa foi separada e extraida com acetato de
etilo (3x10 mL). As camadas organicas combinadas foram
secas e evaporadas. O produto bruto foi purificado com
coluna flush (hexano: acetato de etilo =85:15) para dar 1,5

g (73,2%) do produto como um sdlido amarelo claro.

(b) 2-(4-Aminofenilo)benzotiazol (20)

Uma mistura de 2-(4-nitrofenilo)benzotiazol (105 mg, 0,10
mL) e cloreto de estanho (II) di-hidratado (205 mg, 0,91
mmol) em etanol (20 mL) foi submetida a refluxo sob
atmosfera de N, durante 4 hrs. Depois da remocdo do etanol
por evaporacdo no vacuo, o residuo foi dissolvido em
acetato de etilo (20 mL), e lavado com solucdo de NaOH (1
N, 3x20 mL) e agua (3x20mL), seco e evaporado até a secura

para dar 102 mg (97%) do produto.

(c) 2- (4-Metiloaminofenilo)benzotiazol (21) e 2-(4-

dimetiloaminofenilo)benzotiazol (23)
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Uma mistura de 2-(4-aminofenilo)benzotiazol 20 (15 mg,
0,066 mmol), Mel (9,4 mg, 0.066 mmol) e K,CO3; (135 mg, 0,81
mmol) em DMSO (anidro, 0,5 mL) foi aquecida a 100°C durante
16 hrs. A mistura reacional foi purificada por CCF de fase
reversa (MeOH:H,0 = 6:1) para dar 1,5 mg (10%) de 2-(4-
metiloaminofenilo)benzotiazol 21 e 2,5 mg (16,7%) de 2-(4-

dimetiloaminofenilo)benzotiazol 23.

(d) 6-Metoxi-2-(4-aminofenilo)benzotiazol (6)

Uma mistura de 2-aminotiofenol 9 (0,5 g, 4,0 mmol), &cido
4-dimetiloaminobenzoico 22 (0,66 g, 4,0 mmol) e AP (10 q)
foi aquecida a 220°C durante 4 hrs. A mistura reacional foi
arrefecida até a temperatura ambiente e vertida em 10% de
solucdo de carbonato de potassio (~400 mL). O residuo foi
recolhido por filtracdo sob pressdo a vacuo para dar 964 mg
do produto 23, o qual era ca. 90% puro baseado na anélise
de 'HRMN. A recristalizacdo de 100 mg de 23 em MeOH deu 80
mg do produto puro. 'HRMN (300MHz, Acetona-d¢) &: 7,12 (d,
J=7,7Hz, 1H, H-7), 7,01 (d, J=9,0Hz, 1H, H-4), 6,98 (d, J =
9,1z, 2H, H-2',6’), 6,50 (t, J = 7,8Hz, J=7,3Hz, 1H, H-5
ou H-6), 5,92 (d, J=8,9Hz, 1H, H-3’,5"), 2,50 (s, ©H,
NMe;) .

Seguindo a mesma estratégia como acima, os outros derivados
de 2-(4’'-aminofenilo)-benzotiazol reivindicados podem ser
sintetizados substituindo o derivado do cloreto de 4-nitro-
benzoilo apropriado (e.g. cloreto de 2- ou 3-metilo-4-
nitro-benzoilo) ou o derivado do &cido 4-dimetilamino-
benzoico apropriado (e.qg. acido 2- ou 3-metilo-4-

dimetiloamino-benzoico).

Exemplo 5: Sintese de derivados de bis-2,2"-(4" -

aminofenilo) -dibenzotiazol
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Rota 1: O seguimento do procedimento geral para o0s
compostos de 6-MeO-BTA descritos acima mas substituindo a
benzidina por p-anisidina e wusando 16 equivalentes do

cloreto de 4-nitrobenzoilo resulta no seguinte composto:

Seguindo a mesma estratégia como acima, os outros derivados
de bis-2,2 -(4"-aminofenilo)-dibenzotiazol podem ser
sintetizados através do derivado de benzidina substituido
apropriado (e.qg. 2,2 -, 3,3"-dimetilobenzidina) e do
derivado do cloreto de 4-nitro-benzoilo apropriado (e.g.

cloreto de 2- ou 3-metilo-4-nitro-benzoilo).

Rota 2 Os derivados nao simétricos bis-2,2"-(4"-
aminofenilo)-dibenzotiazol s&o sintetizados através da
ligacdo de Suzuki catalisada por palddio dos 6-iodo-(2-p-
nitrofenilo)benzotiazdis substituidos apropriados, os quais
podem ser preparados seguindo a mesma estratégia dos
compostos de 6-MeO-BTA e subsequente reducdo dos grupos
nitro. (Ishiyama et al., "Palladium (0)-Catalyzed Cross-
Coupling Reaction of Alkoxydiboron with Haloarenes: A
Direct Procedure for Arylboronic Esters" Tetrahedron Lett.,

38, 3447, 1997).
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e O T e K O

PdC12{dfff) KOdec PdC12(dfff). K3P04

Exemplos Bioldégicos

Exemplo 6: Determinacdo da Afinidade para a AP e da
Captacdo pelo Cérebro dos Derivados de Tioflavina

Estudos iniciais de ligacdo competitiva usando [H]CG e AR
(1-40) sintética foram conduzidos para determinar se a CG,
a TS e a TT se ligam ao(s) mesmo(s) local(ais). Tem sido
determinado que a TS competia com a [’H]CG para os locais
de ligacdo na AR (1-40), mas a TT ndo (ver, e.g., Fig. 5).
A [N-metilo-''C]BTA-1 com alta atividade especifica (ver
Tabela 1) foi entdo sintetizada pela metilacdo de BTA-0.
Foram realizados estudos de ligacdo com [N-metilo-''C]BTA-1
e 200 nM de fibrilas de AR (1-40). A ligacdo especifica de
[N-metilo-"'C]BTA-1 foi de ~70%. A Fig. 5 (ver painel do
lado direito) ilustra as curvas de competicdo para os
locais da AR pela TT, BTA-0, BTA-1, e BTA-2 usando o ensaio
de ligacdo da [N-metilo-''C]BTA-1. As Ci foram: 3,0+0,8 nM
para a BTA-2, 9,6%1,8 nM para a BTA-1; 100+x16 nM para a
BTA-0; e 19004£510 nM para a TT. Ndo sbé a amina quaternédria
da TT ndo é necessaria para a ligacdo as fibrilas de AR,

ela parece diminuir a afinidade da ligacdo também.

Na Tabela 1 abaixo estdo cinco diferentes derivados de BTA
marcados com 'C onde as suas propriedades de ligacdo in

vitro, valores de logP, e as propriedades de captacdo e
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retencdo do cérebro in vivo em camundongos foram

determinadas.

Tabela 1.

marcados com

11 .
C promissores.

Propriedades in vitro e in vivo de varios derivados de Tioflavina T

Captacao
Captacdo pelo | Razdo dos
C prelo
Cérebro de Valores de
Estrutura do Composto de (nM) as Cérebro de
. o logP Camundongos @ | Captacdo
BTA marcado com ~°C fibrilas Camundongos )
30 min (% aos 2
de 2B @ 2 min (%
DI/g*kg) min/30 min
DI/g*kg)
Hj I}VEh
‘ 3,3
x}@ \ 21 0,3240,07 | 0,17+0,05 1,9
H (est.)
[N.netilo}1C)6.Me-BTA-1
13
_____ 'C Hy N&o 3,9
0,15+0, 06 0,16%0,02 0,9
testado | (est.)
- net11|:l- IC}&M&-BTA"
H;“(‘:O S . H
rd
N ii 30 0,60+0, 04 0,39+0, 005 1,5
(est.)
6-''CH30-BTA-0
lkxh
5,7 2,7 0,43+0,11 | 0,094+0,038 4,6
[Neretilo] lC]é-MeO~BTA-
Hy 13
5 Hs 3,3
2,3 0,320,009 0,4240,10 0,8
N 3 (est.)
{N- metilo 1 IC}G*M&O‘BTA‘Q
i?:ﬂ%
, b{H 9,06 2,7 0,44+0,14 0,057x0,010 7,7
[N.xetilod ICJHTA-1
Os dados mostrados na Tabela 1 s&do notaveis,

particularmente para os derivados de 6-MeO-BTA-1 e BTA-1

marcados com He, Estes compostos apresentaram uma

afinidade relativamente alta para a AR,
10 nM,

com valores de Ci <
e prontamente entraram no cérebro do camundongo com

valores de captacdo >0,4% DI/g*kg (ou >13%

DI/g para 30 g
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de animais). Além disso, os valores de concentracdo da
radicatividade no cérebro aos 30 min foram menores do que
0,1% DI/g*kg, resultando em razdes de concentracdo dos 2
min aos 30 min >4. Ambos os compostos de N,N-dimetilo se
depuraram menos rapidamente do tecido do cérebro do
camundongo do que os derivados de N-metilo. Do mesmo modo,
a Unica amina primdria correntemente testavel, 6-MeO-BTA-0,
mostrou uma depuracdo do cérebro fraca. Este resultado
surpreendente e inesperado suporta o uso especifico da
amina secundaria (e.qg. —-NHCH3) como um agente de

imagiologia in vivo.

Exemplo 7: Experiéncias de Imagiologia de TEP in vivo em
Babuinos

Grandes quantidades de BTA-1, 6-Me-BTA-1, e 6-MeO-BTA-1
marcadas com 'C com alta atividade especifica (> 2000
Ci/mmol) foram preparadas para estudos de imagiologia do
cérebro em 20-30 kg de Dbabuinos anestesiados usando o
tomégrafo Siemens/CTI HR+ no modo de recolha de dados em 3D
(resolucéo LMA nominal de 4,5 mm) . Os estudos de
imagiologia do cérebro foram conduzidos apds a 1injecédo
intravenosa de 3-5 mCi de radiotracador. As curvas tipicas
tempo-atividade corrigidas para a atenuacdo e para O
decaimento para uma regido de interesse do cdértex frontal
para cada um dos trés compostos sdo mostradas na Fig. 6. E
de notar gque a captacdo total pelo cérebro destes 3
compostos em babuinos é muito similar agquela em camundongos
(i.e., cerca de 0,47 a 0,39% DI/g*kg). No entanto, a taxa
de depuracéo normal do cérebro de todos 0s trés
radiotracadores é consideravelmente mais lenta em babuinos
comparada com a de camundongos, com razdes pico-a-60 min na
gama de 2,4 a 1,6 em comparacdo com as razdes tdo elevadas
quanto 7,7 aocs 30 min em camundongos. A ordem de
classificacdo da captacdo e depuracdo méxima pelo cérebro

dos trés compostos foili também a mesma em camundongos e
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babuinos. A captacdo pelo cérebro dos radiotracadores né&o
pareceu ser limitada pelo fluxo de sangue (Fig. o,
insercdo). Foram obtidas amostras de sangue arterial nos
babuinos depois da injecdo de todos os trés compostos, e
mostraram que 08 seus perfis metabdlicos eram muito
similares. Somente metabdlitos altamente polares que
eluiram perto do volume de espacos vazios (4 mL) da coluna
de CCF analitica de fase reversa foram observados no plasma
em todos os pontos temporais depois da injecdo, enquanto o
tracador ndo metabolizado eluiu a cerca de 20 mL.
Quantidades tipicas do injetado n&do metabolizado no plasma
para todos os trés compostos foram cerca de: 90% aos 2 min;

35% aos 30 min; e 20% aos 60 min.

Imagens de TEP transversais em dois niveis do cérebro de
babuino depois da injecdo i.v. de 3 mCi de N-metilo-
"C]IBTA-1 sdo mostradas na Fig. 7. Os ficheiros de emisséao
recolhidos 5-15 min apbdés a injecdo foram resumidos para
proporcionar as imagens. As regides do cérebro incluem: Ctx
(cértex); T1 (tédlamo); Occ (cdértex occipital); e Cer
(cerebelo) . Note-se a distribuicéo uniforme da
radioatividade em todo o cérebro, indicando a auséncia de

especificidade de ligacédo regional no cérebro normal.

Exemplo 8: Coloragdo dos depdésitos amiloides no cérebro de
camundongo com DA e Tg post mortem

Seccdes de tecido do cérebro post mortem de cérebro com DA
e um camundongo transgénico PSI/APP com 8 meses de idade
[explicar © gue este método estd acostumado a mostrar]
foram corados com BTA-1 ndo marcada. O modelo de camundongo
PSI/APP combina duas mutacgdes no gene humano conhecidas por
causar a doenca de Alzheimer num camundongo duplamente
transgénico o qual deposita as fibrilas de AR nas placas de
amiloide no cérebro comecando tdo cedo gquanto aos 3 meses

de idade. Micrografias de fluorescéncia tipicas sé&o
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mostradas na Figura 8, e a coloracdo das placas de amiloide
pela BTA-1 em tecidos do cérebro quer com DA post mortem,
quer de camundongo PS1/APP é claramente visivel. A amiloide
cerebrovascular também foi brilhantemente corada (Fig. 8,
direita). As outras marcas neuropatoldgicas caracteristicas
do cérebro com DA, emaranhados neurofibrilares (ENF), sédo
mais fracamente corados pela BTA-1 no cérebro com DA (Fig.
8, esquerda). Os ENF n&o tém sido observados em modelos de

camundongo transgénico da deposicdo amiloide.

Exemplo 9: Marcagdo e detegdo in vivo dos depdsitos
amiloides em camundongos transgénicos

Trés camundongos transgénicos PS1/APP com 17 meses de idade
foram injetados intraperitonealmente (ip) com uma dosagem
unica de 10 mg/kg de BTA-1 numa solucdo de DMSO, propileno
glicol, e pH 7,5 TFS (v/v/v 10/45/45). Vinte e quatro horas
depois, foi empregue microscopia de fluorescéncia
multifotédnica para obter imagens de alta resolugdo nos
cérebros de camundongos vivos usando uma técnica de janela
craniana. Imagens in vivo tipicas de BTA-1 num camundongo
PS1/APP vivo sdo mostradas na Figura 9, e as placas e a
amiloide cerebrovascular s&do claramente distinguiveis. Os
estudos de microscopia multifotdnica demonstram a
especificidade in vivo da BTA-1 para a AR em camundongos

ASP1/APP transgénicos vivos.

Como usados aqui e nas seguintes reivindicacdes, os artigos

W ” A\ ”

singulares tais como “um” e “uma” destinam-se a referir o

singular ou o plural.



REIVINDICACOES

Um composto de ligacdo a amiloide com a seguinte

fédrmula ou um seu sal soluvel em agua, ndo tdxico:

em que Z2 é& S, NR°, O ou CR’, caso em que a forma
tautomérica correta do anel heterociclico se torna um

indole no qual R é H ou um grupo alquilo C;-Cg:

)
G
-

Y é NR'R?, OR?, ou SR?%;

em que O nitrogénio de

—

N

oun R'

ndo é uma amina quaternéaria;
cada R' e R’ independentemente é selecionado do grupo
consistindo em H, um grupo alquilo C;-Cg, (CH;),OR’ (em

que n=1, 2, ou 3), CF;, CH;-CH;X, CH,-CH;-CH;X (em que



X=F, Cl, Br ou I), (C=0)-R’, Rg, (CH;).Rfe (em gque n= 1,
2, 3, ou 4 e Rs representa um grupo fenilo néo
substituido ou substituido, em que os substituintes de
Rse sd0 selecionados do grupo consistindo em F, Cl, Br,
I, um grupo alquilo C;-Cg, (CH;),OR’ (em que n=1, 2, ou
3), CF;, CH,-CH;X, OCH;-CH,X, CH,-CH;-CH,X, O-CH,-CH,-CH.;X
(em que X=F, Cl, Br ou I), CN, (C=0)-R’, N(R’),, NOg,
(C=0)N(R"),, O(CO)R", OR’, SR’, COOR’ (em que R’ é H ou
um grupo alquilo C;-Cg), um estanho tri-alquilo e um
grupo gquelante (com ou sem um grupo metdlico quelado)
da forma W-L ou V-W-L, em que V é selecionado do grupo
consistindo em -COO-, -CO-, -CH,0- e -CH,NH-; W é& -
(CH;), em que n=0,1,2,3,4, ou 5; e L é:

‘:S“‘ “Sj [\ﬁ/j [S“ “Sj (\n/j

A \\(\_/ \\(\_J

:J [: \ﬂ/ :J g o kaH3
SH \ﬁ/ :J
e

“C/\_/ /,s/ N

‘H, H,

SH HS

em que M é selecionado do grupo consistindo em Ce e Re;
e R & H ou um grupo alquilo C;-Cg);

cada R’-R' independentemente ¢é selecionado do grupo
consistindo em H, F, Cl, Br, I, um grupo alquilo C;-Cg,
(CH;) ,OR" (em que n=1, 2, ou 3), CF;, CH;-CH;X, O-CH;-
CH,X, CH,;-CH,-CH;X, O-CH;-CH,-CH,X (em que X=F, Cl, Br ou
I), CN, (C=0)-R’", N(R’"),, NO;, (C=0)N(R’),, O(CO)R’
OR’, SR’, COOR’, Rz, CR"=CR"- Rg, CR;-CR"2-Rg,, um

estanho tri-alquilo e um grupo gquelante (com ou sem um



grupo metdlico quelado) da forma W-L ou V-W-L, em que V
é selecionado do grupo consistindo em -CO0O-, -CO-, -
CH,0- e -CH;NH-; W é& -(CH;), em que n=0,1,2,3,4, ou 5; e
L é:

SH HS

aeReclasNe ol

A= AW W)

E \n/ S/ o \ﬂ,,CHa
SH '\&/ ;
y |

-c -c
H, Hy

SH HS

em que M é selecionado do grupo consistindo em Ce e Re;
ou em que cada R'-R' independentemente é selecionado do
grupo consistindo num grupo gquelante (com ou sem um i&o
metdlico quelado) da forma W-L e V-W-L, em que V &
selecionado do grupo consistindo em -C0O0-, e -CO-; W &

-(CH;), em que n=0,1,2,3,4, ou 5; L é:
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e em que R independentemente ¢é selecionado dos

seguintes:

H,

HS HO
CH,
\ﬁ-C{)OH, \—GONHCH;, \-—( . \-——\ , \—G \—®
o SH ou



ou uma ligacdo a amiloide, composto gquelante (com um
grupo metadlico quelado) ou um seu sal soluvel em agua,

ndo téxico da forma:

vt g © ?N# ?":,, A
s R g
) 15 ,
Ry
NC, N
et et Ry Rig

“Riggoy T o
f;,N,., ‘_»?‘ " % Ay -Sl‘: X
] ga' =, )

em que R independentemente ¢é selecionado dos

seguintes:

H,
HS HO
‘ CHy
\—coom, \_conmcH, | \—( . \——\ . \—® \_®
o SH ou

e R'® &




em que Q ¢é independentemente selecionado de uma das

seguintes estruturas:

Z & S, NR°, 0O, ou C(R")z, no qual R & H ou um grupo
alquilo C;-Cg;

U é& N ou CR";

Y ¢ NR'R’, OR”*, ou SR?*;

cada R'-R”® independentemente ¢é selecionado do grupo
consistindo em H, F, Cl, Br, I, um grupo alquilo C;-Cg,
(CH;) ,OR’” (em que n=1, 2, ou 3), CF;, CH;-CH;X, O-CH,-
CH,X, CH,-CH,-CH;X, O-CH,-CH,-CH;X (em que X=F, Cl, Br ou
I), CN, (C=0)-R", N(R"),, NOy, (C=0)N(R"),, O(CO)R’,
OR’, SR’, COOR’, Rf, CR'=CR"-Rg. © CR;"=CR; " -Rse;

em que pelo menos um dos substituintes R'-R'® &

131 125 123
I I I

selecionado do grupo consistindo em °H, ,

4 14



"*Br, "°Br, CH,-CH,-X*, O-CH,-CH,-X*, CH,-CH,-CH,-X*, O-
CH,-CH,-CH,-X* (em que X* = "'1, '’1, "*Br ou '"Br), '’F,
um substituinte contendo um carbono selecionado de um
grupo consistindo em alquilo C;-Cg, (CH;),OR’, CF3, CH;-
CH,X, OCH;-CH,;X, CH,;-CH,-CH,;X, O-CH,-CH,-CH;X (em que
X=F, Cl1, Br ou I), CN, (C=0)-R’, (C=0)N(R’"),, O(CO)R’,
COOR’, CR’=CR"-Rs. e CR;"=CR; -Rfe em que pelo menos um
carbono é C, °C ou 'C e um grupo quelante (com grupo
metalico quelado) da forma W-L* ou V-W-L*, em que V é
selecionado do grupo consistindo em -C0O0O-, -CO-, -CH,0-

e -CH,NH-; W é& -(CH,), onde n=0,1,2,3,4, ou 5; e L* é:

Es\;iggs [% \Ilfj | E:H*ij ) S/‘%\ _CHy
Y -/ 5

g
Hy

99mT

em que M* é c;

ou L* é:

P

P L

G’

g5

Rurx.. g wﬁ;‘.ﬁm R!‘;&- 0 ‘&N-—w\\ﬂsa xsm;;v JiressRay
DT BT T )
Rqs\ N\_}" R E/NJ%QH R R R ¥ Rgf/
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e em que R'"™ independentemente ¢é selecionado dos

seguintes:

H,

HS HO)
Chy
\—coom, \—ccmncag,\——( . \—\ . ¥® \—G
oM SH ou



2.

10.

11.

O composto da reivindicacdo 1, em que a radiomarcacio
de um dos substituintes R’-R'® é selecionada do grupo

consistindo em ‘1, *¥’I, *'c, ""Br e '"Br.

O composto da reivindicacdo 2, em que a radiomarcacédo

de um dos substituintes R’-R'® & ''C.

O composto da reivindicacdo 1, em que Z=S, Y=NR'R?,
R'=H; e R” ¢é selecionado do grupo consistindo em
(CH;) ,OR’ (em gque n=1, 2, ou 3), CF;, CH,-CH;X, CH,-CH,-
CH;X (em que X=F, Cl, Br ou I), (C=0)-R’, R:e e (CH3)Rse
(em que n=1, 2, 3, ou 4) em que quando R’ é CH,R. R®

ndo é CHs.

O composto da reivindicacdo 1, em que Z=S, Y=NR'R?,

R’=H, R'=H, R’=CH; e R’-R' sdo H.

O composto da reivindicacdo 1, em que Z=S, Y=0, R’'=H,

R’=CH; e R’-R'% sz@o H.

O composto da reivindicacdo 1, em que Z=S, Y=NR'R?

R’=H, R'™“=H, R°=I, e R°-R' sdo H.

O composto da reivindicacdo 1, em que Z=S, Y=NR?’, R’'=H,

R'™=H, R°=I, R°=0H e R°-R’ e R’-R'’ sdo H.

O composto da reivindicacdo 1, em que Z=S, Y=NR'R?,

R’=H, R’=H, R’=CH,-CH,-CH,-F e R’-R'% sdo H.

O composto da reivindicacdo 1, em que Z%=S3, Y=0, R’'=H,

R’= CH,-CH,-F e R’-R' sio H.

O composto da reivindicacdo 1, em que Z=S, Y=NR'R?,

R’=H, R'"'=H, R®=0-CH,-CH,-F e R°-R'% sdo H.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

O composto da reivindicacdo 1, em que Z=S, Y=NR'R?,

R’ =H, R'=CH;, R’'=H, R°=0-CH,-CH,-F e R’-R' sdo H.

O composto da reivindicacédo 4, em que pelo menos um dos
substituintes R’-R'® é selecionado do grupo consistindo
em CN, OCHs, OH e NH,.

O composto da reivindicacdo 1, em que R'=H, R’=CH; e R°
é selecionado do grupo consistindo em CN, CHs;, OH, OCH;

e NH,.

O composto da reivindicacdo 14, em que R’-R’ e R’-R'Y

sao H.

O composto da reivindicacdo 1, tendo a estrutura:

O composto da reivindicacdo 1, tendo a estrutura:

; [t

O composto da reivindicacdo 1, tendo a estrutura:

e

i

Hy'te

O composto da reivindicacdo 1, tendo a estrutura:
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20. O composto da reivindicacdo 1, tendo a estrutura:

B0 A S L My
OO

21. O composto da reivindicacdo 1, tendo a estrutura:

22, Um método para sintetizar um composto da férmula

seguinte ou um seu sal soltvel em A&gua, ndo tdxico:

(D

em que Z é& S, NR’, O ou CR’, caso em que a forma

tautomérica correta do anel heterociclico se torna um

indole no qual R é H ou um grupo alquilo C;-Cg:
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Y & NR'R?, OR?, ou SR’;

em que o nitrogénio de

Z
_ f>
N ou

ndo é uma amina quaternéaria;

cada R' e R’ independentemente ¢é selecionado do grupo
consistindo em H, um grupo algquilo C;-Cg, (CH;),OR’ (em
que n=1, 2, ou 3), CF;3, CH,-CH;X, CH;-CH,-CH,X (em que
X=F, Cl, Br ou I), (C=0)-R’, Rg, (CH;),Ree (em que n= 1,
2, 3, ou 4 e Rz representa um grupo fenilo néo
substituido ou substituido, em que os substituintes de
Ree s880 selecionados do grupo consistindo em F, Cl, Br,
I, um grupo alquilo C;-Cg, (CH;),OR’ (em que n=1, 2, ou
3), CF;, CH,-CH;X, OCH,-CH,;X, CH,-CH,-CH,;X, O0O-CH,-CH,-CH;X
(em que X=F, Cl, Br ou I), CN, (C=0)-R’", N(R’"),, NOj,
(C=0)N(R"),, O(CO)R’, OR’, SR’, COOR’ (em que R’ & H ou
um grupo alquilo C;-Cg), um estanho tri-algquilo e um
grupo quelante (com ou sem um grupo metdlico quelado)
da forma W-L ou V-W-L, em que V é selecionado do grupo
consistindo em -COO-, -CO-, -CH,0- e -CH,NH-; W ¢& -
(CH;), em que n=0,1,2,3,4, ou 5; e L é:
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SH HS

¥

apNesHasNes

N HN ’ ' N
v/ Y Yo
Q O

\/
CSH HS) [: \“ y j S/"(:'\N _CHy
S
/ Y

Hz Hz

em que M é selecionado do grupo consistindo em Ce e Re;
e R" & H ou um grupo algquilo C;-Csg);

cada R’-R'" independentemente ¢é selecionado do grupo
consistindo em H, F, Cl, Br, I, um grupo alquilo C;-Cg,
(CH;) ,OR’” (em que n=1, 2, ou 3), CF;, CH;-CH;X, O-CH,-
CH,X, CH,-CH,-CH;X, O-CH,-CH,-CH;X (em que X=F, Cl, Br ou
I), CN, (C=0)-R", N(R"),, NO,, (C=0)N(R"),, O(CO)R’,
OR’, ©SR’, COOR’, Rz, CR"=CR"- Rg, CR;-CR"2-Rg,, um
estanho tri-algquilo e um grupo quelante (com ou sem um
grupo metadlico quelado) da forma W-L ou V-W-L, em que V
é sgelecionado do grupo consistindo em -CO0O-, -CO-, -
CH,0- e -CH,;NH-; W é& -(CH;), em que n=0,1,2,3,4, ou 5; e
L é:



SH HS

Cy s

13

" GO TGO

A \“:u \\gLJ

: ‘ O )
SH HS s\%%/s éf;;wkaHs
7\ SH N2y
N HN » N N . ou ,XM\ |
>.__/ s s
G —C d
Hy Hz

em que M é selecionado do grupo consistindo em Ce e Re;

ou em que cada R'-RY

grupo consistindo num grupo quelante

metédlico quelado)

selecionado do grupo consistindo em -CO0O-, e

-(CH;), em que n=0,1,2,3,4,

RfEEN Mj"Rqs

Rts.,--" N N*“'--u~ R15
R-T&""‘--\ N Nj—.—R"s
Rys

da forma W-L e V-W-L,

ou 5;

L é:

independentemente é selecionado do
(com ou sem um ido
em que V é

-Co-;

W é
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N ~
1v5\& “/ 18 Rss

.;f;,h%' ‘\.*e;‘\‘\\\
, Ga
- S ’
R' SH HE& R R S S iiT
24 R R’ R
R
TN N N, % N R
\ ) .q,,% \ﬁ\;‘{um“““ Rys
G
ou 53
) 2
Rig Ris

e em que R"™ independentemente ¢é selecionado dos

seguintes:

H,

HS HO
CHy

\—COOH, \—CBNHGHg;, \—< . \——\ \—® \—O
On SH ou

ou uma ligacdo a amiloide, composto quelante (com um
grupo metdlico quelado) ou um seu sal soltvel em &gua,

ndo téxico da forma:
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Vit rEe

%
F
o
[";
p )
—y
L5
N

Ris .

Y v ¥,
S S
""'; s 4 :\"“‘

".r;' h: P

¥
“ﬂ"‘g\; d,’ *o, e "-'n,"
C P
¥ . ¥y, ar "
B 8, % v, HE s

"
P A
M., N
" ‘-I‘..:.mm 5

-

em que R’ independentemente é selecionado dos

seguintes:

H,

HS
CHy .

\~coou, \—CONHCH»_,. T e \_@ \_G
om SH ou

e R'® ¢

¥

selecionado de uma das

independentemente

em que Q é
seguintes estruturas:
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em que n=0,1,2,3, ou 4,

Zz é& S, NR°, 0, ou C(R")z, no qual R° & H ou um grupo
alquilo C;-Cg;

U é& N ou CR";

Y é NR'R’, OR’, ou SR*;

cada R''-R?** independentemente ¢é selecionado do grupo
consistindo em H, F, Cl, Br, I, um grupo alguilo C;-Cg,
(CH;) ,OR’ (em que n=1, 2, ou 3), CF;, CH;-CH;X, O-CH,-
CH,X, CH,;-CH,-CH;X, O-CH;-CH,-CH,X (em que X=F, Cl, Br ou
I), CN, (C=0)-R’', N(R’'),, NO;, (C=0)N(R’"),, O(CO)R’,
OR’, SR’, COOR’, Rz, CR'=CR"-Rz. € CR, =CR; —Rge;

em que pelo menos um dos substituintes R'-R'® &

131 125 123
I, I I

selecionado do grupo consistindo em °H,

"*Br, "°Br, CH,-CH,-X*, O-CH,-CH,-X*, CH,-CH,-CH,-X*, O-

4 4

CH,-CH,-CH,-X* (em que X* = ''1, *¥°1, ""Br, ""Br ou '°F),

F, um substituinte contendo um carbono selecionado de
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um grupo consistindo em algquilo C;-Cg, (CH;),OR’, CFs,
CH,-CH;X, OCH,-CH,;X, CH;-CH,-CH;X, O0O-CH,-CH,-CH,X (em que
X=F¥, Cl, Br ou I), CN, (C=0)-R’, (C=0)N(R’"),, O(CO)R’,
COOR’, CR’'=CR"-Rze e CR;"=CR; -Rsze em que pelo menos um
carbono é 'C, C ou 'C e um grupo gquelante (com grupo
metdlico quelado) da forma W-L* ou V-W-L*, em que V &
selecionado do grupo consistindo em -C0O0O-, -CO-, -CH,0-

e -CH,NH-; W é& -(CH,), onde n=0,1,2,3,4, ou 5; e L* é:

o
\H/ \Hf S\&gs g \ _CHy
/\ ‘ /‘\jou ﬁf

N N
u \\(\“/ jo /f\
B

99m
T

em que M* & c;

ou L* é&:

%’Qwﬁﬂ Rig @‘-ﬂ R Ristrgs r—(ﬁwﬂ“ {j—ilmma,,
L&) )] L Bihe = i

oA H ] “% 3 M
“!FN\ }'wﬂﬁ S R S ﬁ:fy

e em que R"™ independentemente ¢é selecionado dos

seguintes:

H,

HS HO
CHy

N\coor, \—conmcr, \—( , \—\ , \_G \_©
oH SH ou

tendo pelo menos um dos substituintes R’-R'® selecionado

131 125
I I

do grupo consistindo em , 7’1, "*Br, ""Br, F, e

I

"F, compreendendo o passo de marcacdo de um composto
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da reivindicacéo 1, em que pelo menos um dos
substituintes R’-R'® & um estanho tri-alquilo, pela
reacdo do composto com uma substdncia contendo 'I

1251’ 1231, 76Br, 7BBr, 18F’ ou 19F.
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Um método in vivo para detetar depdsitos amiloides num

sujeito, compreendendo os passos de:

(a) administrar uma quantidade detetavel de uma
composicdo farmacéutica compreendendo (a) um composto
de ligacdo a amiloide ou um seu sal soluvel em &agua,
ndo tdéxico como definido na reivindicacdo 22 e (b) um
transportador farmaceuticamente aceitavel, e

(b) detetar a ligacdo do composto ao depdsito

amiloide no sujeito.

0O método da reivindicacdo 23, em que o depdbdsito

amiloide estd localizado no cérebro de um sujeito.

O composto da reivindicacdo 23, em que o sujeito é
suspeito de ter uma doenca ou sindrome selecionados do
grupo consistindo em Doenca de Alzheimer, Doenca de
Alzheimer familiar, Sindrome de Down e homozigotos para

0 alelo E4 da apolipoproteina.

0O método da reivindicacdo 23, em que a detecdo é
selecionada do grupo consistindo em imagiologia de
raios gama, imagiologia por ressonédncia magnética e

espetroscopia por ressondncia magnética.

0O método da reivindicacdo 26, em que a detecdo é feita
por imagiologia de raios gama, e a imagiologia de raios

gama é PET ou TCEFU.
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0 método da reivindicacg¢do 23, em gue a composSicgédo

farmacéutica é administrada por injecdo intravenosa.

0O método da reivindicacdo 23, em que a razdo da (i)
ligacdo do composto a uma area do cérebro excetuando o
cerebelo em relacdo a (ii) 1ligacdo do composto ao
cerebelo, no sujeito, é comparada a razdo em sujeitos

normais.

Um método de detecdo de depdsitos amiloides na biopsia
ou em tecido humano ou animal post mortem

compreendendo 0s passos de:

(a) incubar tecido fixo em formalina ou
congelado fresco com uma solucdo de um composto
de ligacdo a amiloide ou um seu sal soluvel em
dgua, ndo tdéxico como definido na reivindicacéo
22 como para formar um depdsito marcado e depois,

(b) detetar os depdsitos marcados.

0O método da reivindicacdo 30 em gue a solucgdo ¢é
composta por 25-100% de etanol, com o restante da
solucdo sendo agua, em que a solucdo estd saturada com
um composto de ligacdo a amiloide de acordo com a
reivindicacdo 1 ou um seu sal soluvel em &gua, néo

téxico.

0O método da reivindicacdo 30 em gue a solucgdo ¢é
composta por um tampdo aquoso contendo 0-50% de
etanol, em que a solucdo contém 0,0001 a 100 pM do

composto de ligacdo a amiloide.

0O método da reivindicacdo 30 em gue a detecdo ¢é
efetuada por técnicas microscédpicas selecionadas do

grupo consistindo em microscopia sobre fundo claro, de
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fluorescéncia, laser confocal, e por polarizacédo

cruzada.

Um método de quantificar a quantidade de amiloide na
biopsia ou em tecido post mortem compreendendo o0s

passos de:

(a) incubar um derivado radiomarcado de um
composto de ligacdo a amiloide ou um seu sal
soluvel em agqua, nao téxico definido na
reivindicacdo 22, com um homogeneizado na biopsia
ou em tecido post mortem,

(b) separar o derivado radiomarcado de um
composto ligado ao tecido do ndo ligado ao
tecido,

(c) quantificar o derivado radiomarcado de um
composto ligado ao tecido, e

(d) converter as unidades do derivado
radiomarcado de um composto ligado ao tecido da
reivindicacdo 1 em wunidades de microgramas de
amiloide por 100 mg de tecido por comparacdo com

um padrédo.

Um método para distinguir um cérebro com doenga de

Alzheimer de um cérebro normal compreendendo 0S Passos

a) incubar os tecidos (i) do cerebelo e (ii) de
outra 4rea do mesmo cérebro excetuando 0
cerebelo, de sujeitos normais e de sujeitos
suspeitos de ter doenca de Alzheimer, com um
composto de ligacdo a amiloide ou um seu sal
soltivel em &gua, ndo tdéxico como definido na
reivindicacdo 22 tal que a amiloide no tecido se

ligue ao composto;
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b) quantificar a guantidade de amiloide ligada ao
composto e detetar a ligacdo do composto ao
depdsito de amiloide no sujeito;

d) calcular a razdo da quantidade de amiloide na
drea do cérebro excetuando o cerebelo em relacédo
a quantidade de amiloide em tecido de sujeitos
suspeitos de ter doenca de Alzheimer; e

e) determinar a presenca da doenca de Alzheimer
se a razdo do cérebro de um sujeito suspeito de
ter doenca de Alzheimer for maior do que 90% das

razdes obtidas dos cérebros de sujeitos normais.
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