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DESCRICAQ

“Derivados de bis-estauroesporina e K-252a”

Antecedentes do invento

As proteina-quinases sdo uma grande classe de enzimas que actuam modificando

quimicamente muitas proteinas celulares, por fosforilagdo de aminoacidos.

Os inibidores das proteina-quinases s3o estruturalmente variados e tém efeitos
variados (e muitas vezes contraditorios) no sistema nervoso e outros tecidos. Um
determinado inibidor de proteina-quinase poderd influenciar mais do que uma
proteina-quinase. Por exemplo, foi inicialmente descrito que o K-252a, um material do tipo

alcaloide, isolado a partir do caldo de cultura de Nocardiopsis sp. € Actinomadula sp. era um

inibidor da proteina-quinase C, mas verificou-se subsequentemente que este inibe também as
proteina-quinases A e G, a quinase da cadeia leve de miosina ¢ a trk (uma tirosina-quinase
activada pelo factor de crescimento nervoso [NGF], sendo esta ultima uma proteina
neurotréfica que promove a sobrevivéncia dos neurdnios periféricos, sensoriais e
simpaticos). Em consisténcia com este ultimo efeito, o K-252a bloqueia as acgdes
neurotréficas do NGF em células PC-12 (células de cromafina de tumores medulares
adrenais de rato, feocromocitomas) € promove a sobrevivéncia de neurénios ganglionares da
raiz dorsal e neurdnios do hipocampo. No entanto, verificou-se que este € toxico numa
grande variedade de concentragdes, levando alguns investigadores a concluir que tem uma

utilidade limitada in vivo.

Um alcaldide microbiano relacionado com o K-252a, a estauroesporina, também tem
uma variedade de efeitos em diferentes proteina-quinases e tipos de células. Verificou-se que
a estauroesporina tem efeitos do tipo NGF em células PC-12 e que protege o hipocampo de
gerbilho do dano apés isquemia. Consegue também inverter o dano de neurdnios

colinérgicos no cérebro basal de rato.

O K252a e a estauroesporina foram propostos como inibidores de tumores. A
estauroesporina tem sido comercializada como insecticida. Produziram-se derivados de
estauroesporina, com um substituinte hidrocarbilo ou acilo no azoto da metilamina, e estes
foram propostos para a inibigdo de tumores, inibi¢do da inflamagdo, imunomodulagdo e

tratamento de doencas dos sistemas nervoso cardiovascular e central.
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Nabeshima ez al., em The Journal and Exp. Therapeutics, 257: 562-6 (1991),
descrevem que a utilizag3io de estauroesporina inverte parcialmente a actividade reduzida de

acetil-transferase.

Sumario do invento

De acordo com um aspecto do presente invento, utiliza-se um derivado funcional de
K-252a para produzir um medicamento para utilizagio na potencia¢do, num mamifero, da
funcio de um neurdnio dos corpos estriados. Os derivados funcionais utilizados neste

invento sio os compostos respectivos, de férmulas II, III e [V, definidos na reivindicagdo 1.

Descricdo do invento

) O invento proporciona um meio para potenciar a fun¢do dos neuronios dos corpos
estriados, por administragdo a um mamifero, e.g. um humano, de uma quantidade terapéutica
de um dos derivados de K-252a. A terapia pode ser fornecida em conjun¢do com um factor
neurotroéfico, de preferéncia um membro da familia neurotrofica, e mais preferencialmente o
factor de crescimento nervoso (NGF). A familia neurotréfica € um grupo de proteinas com
homologia significativa com o NGF e inclui, além do NGF, o factor neurotrofico derivado
de cérebro (BDNF; Leibrock er al., Nature, 341: 149-152, 1989); neutrofilo-3 (NT-3; Hohn
et al., Nature, 344: 339-341, 1990); e neurotrofico-5 (NT-5; Berkemeter ez al., Neuron, 1.

857-866, 1991).

O termo “potenciar a fun¢do de neurdnios dos corpos estriados” significa promover a
sobrevivéncia de células nervosas dos corpos estriados e/ou o crescimento (e.g. axonal) de
fibras nervosas e/ou melhorar a actividade das células nervosas nos corpos estriados. A
terapia podera envolver o tratamento quando os neurdnios dos corpos estriados s3o

danificados, comprometidos, sofrem degenerag@o axonal, ou estdo em risco de morrer.

Os compostos utilizados no presente invento podem ser formulados em composigdes
farmacéuticas, por mistura com excipientes e veiculos ndo tdxicos, farmaceuticamente
aceitaveis. Estes compostos s#o uteis para a administragdo a humanos, ou outros mamiferos
que sofrem de doengas ou disturbios neurolégicos caracterizados por um risco aumentado de

morte ou disfun¢do de células neuronais.

Estas doencas e distirbios neurolégicos incluem, mas ndo se limitam a: doenga de
Alzheimer; doenca dos neurdnios motores incluindo esclerose lateral amiotréfica; doenga de

Parkinson, enfarte ou outros danos isquémicos, doenca de Huntingdon; deméncia
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relacionada com SIDA, epilepsia; danos concussivos ou penetrantes do cérebro ou espinal

medula; e neuropatias periféricas.

O derivado funcional de K-255a utilizado neste invento pode possuir uma
solubilidade, absorcdo, transporte (e.g. através da barreira sangue-cérebro e membranas
celulares), semi-vida biolégica etc., melhorados. Alternativa ou adicionalmente, algumas
modificacdes podem diminuir a toxicidade da molecula, ou eliminar, ou atenuar qualquer

efeito lateral indesejado da molécula.

As composi¢des podem ser preparadas para utilizacio em administragdo parentérica,
particularmente na forma de solucdes ou suspensdes liquidas; para administracéo oral,
particularmente na forma de comprimidos ou capsulas; ou para utilizagdo intranasal,

particularmente na forma de pos, gotas nasais ou aerossois.

A composicio pode ser convenientemente administrada na forma de dosagem
unitaria € pode ser preparada por qualquer dos metodos bem conhecidos na arte
farmacéutica, por exemplo, como descrito em Remington 's Pharmaceutical Sciences (Mack
Pub. Co, Easton, PA, 1980). As formulagdes para administragiio parentérica podem conter
como excipientes comuns, agua ou solugdo salina estéreis, polialquilenoglicéis como
polietilenoglicol, ¢leos de origem vegetal, naftalenos hidrogenados e semelhantes. Em
particular, o polimero de lactido biocompativel, biodegradavel, copolimero de
lactido/glicélico ou copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno, podem ser uteis como
excipientes para controlar a libertagdo dos compostos activos. Outros sistemas de
fornecimento parentérico potencialmente uteis para estes COmpOSIOS activos, incluem
particulas de copolimero de etileno-acetato de vinilo, bombas osmoticas, sistemas de infusdo
implantaveis e lipossomas. As formulagdes para administracdo por inala¢do contém como
excipientes, por exemplo, lactose, ou podem ser solugdes aquosas que contém, por exemplo,
éter de polioxietileno-9-laurilo, glicocolato € desoxicolato ou solugdes oleosas para
administragio na forma de gotas nasais, ou como um gel para aplicagdo intranasal. As
formulagdes para administragdo parentérica podem também incluir glicocolato para
administragdo bocal, metoxissalicilato para administragdo rectal, ou acido citrico para

administragdo vaginal.

O material util no presente invento pode ser utilizado como o inico agente activo
num medicamento, ou pode ser utilizado em combinag¢do com outros ingredientes activos,
e.g. outros factores de crescimento que podem facilitar a sobrevivéncia neuronal ou
crescimento axonal em doencas ou desordens neuroldgicas, por exemplo, neuropatia

periférica.
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A concéntrac;éo dos compostos aqui descritos numa composi¢do terapéutica,
dependera de varios factores, incluindo a dosagem de droga a ser administrada, as
caracteristicas quimicas (e.g. hidrofobicidade) dos compostos utilizados e a via de
administracdo. Em termos gerais, os compostos utels no presente invento podem ser
fornecidos em solucdo tampdo fisioldgica aquosa, contendo cerca de 0,1 a 10% p/v do
composto para administragdo parentérica. A gama de dosagem tipica varia entre cerca de 1
ng/kg a cerca de 1 g/kg de peso corporal por dia; uma gama de dose preferida € entre cerca
de 0,01 mg/kg a 100 mg/kg de peso corporal por dia. A dosagem preferida de droga a ser
administrada dependera provavelmente de variaveis como o tipo e grau de progressdo da
doenga neurolégica, do estado geral de saude do paciente particular, da eficacia bioldgica
relativa do composto seleccionado, da formulacdo dos excipientes do composto e da sua via

de administragdo.

Os derivados funcionais de K-252a utilizados no invento podem ser preparados de
novo por sintese quimica, utilizando métodos conhecidos dos peritos na arte. Por exemplo,
na US-A-4923986 estio descritos processos utilizados para a preparagdo de compostos de
férmula II. Em Moody et al., J. Org. Chem., 57: 2105-2114 (1992); Steglich et al., Angew
Chem. Int. Ed. Engl., 19: 459-460 (1980); Nakanishi ez al., J. Antibiotics, 39: 1066-1071
(1986); e pedido de Patente Japonesa N° 60-295172 (1985), estdo descritos processos
utilizados na preparagio de compostos de formula III. Estdo descritos outros métodos para
os compostos II-1, 9, 12 e 15 no pedido de Patente Japonesa N° 60-295173 (1985); para os
compostos 11-2, 3, 4, 24, 25 e 26 no pedido de patente Japonesa N° 62-327858 (1987); para o
composto 11-20 no pedido de patente Japonesa N° 62-327859 (1987); para o composto 1I-10
no pedido de patente Japonesa N° 60-257652 (1985); e para os compostos II-4, 1I-14, II-49,
11-38, [1-39, 11-51, 11-36, IV-2 e I1-45 na Patente Europeia N° 0651754,

Os exemplos seguintes ilustram a utilidade dos compostos para utilizacdo no presente

mvento.

Exemplo 1

Avaliou-se o K252a quanto a sua capacidade de promover a sobrevivéncia em cultura
de células dos corpos estriados. A sobrevivéncia celular foi medida através da absorg@o de
calceina AM, um analogo do corante de viabilidade, o diacetato de fluoresceina. A calceina ¢
absorvida pelas células viaveis e clivada intracelularmente em sais fluorescentes, que sdo
retidos pelas membranas intactas das células viaveis. As contagens microscopicas de
neurdnios viaveis correlacionam-se directamente com os valores de fluorescéncia relativa

obtidos no teste fluorimétrico de viabilidade. Este método proporciona assim uma medida
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quantitativa e de confianga da sobrevivéncia celular na populagdo total de células, numa
dada cultura.

Dissecaram-se os corpos estriados de embrides de rato de 17 dias e as células foram
dissociadas por Dispase (protease neutral. Collaborative Research). Semearam-se os
neurdnios a 5x10%pogo (1,5x105/cm2) em placas de 96 pogos, em pocos previamente
revestidos com poli-1-ornitina e laminina. Fez-se a cultura de células em meio N2 isento de
soro, contendo 0,05% de albumina de soro bovino (Bottenstein ¢ Sato, 1979) a 37°C, numa
atmosfera humidificada, a 5% de C0O,/95% de ar.

A sobrevivéncia dos neurdnios dos corpos estriados foi aumentada pelo K-252a de
um modo dependente da concentragdo. Observou-se uma actividade maxima com K-252a
75nM, que produziu uma eficacia de 3-4 vezes em relagdo ao controlo (Figura 1). Nas
culturas de controlo, 90% dos neurdnios plaqueados no dia 0 morreram dentro de 5 dias,
enquanto que em culturas tratadas com K-252a, 50% dos neurcnios sobreviveram (Figura 2).
O efeito de sobrevivéncia em neurdnios dos corpos estriados ocorreu apds 3 dias em cultura
e foi mantido durante pelo menos 7 dias em cultura. Estes resultados sio de uma tnica
aplicacio de K-252a no dia do inicio da cultura, indicando um efeito sustentado na

sobrevivéncia de uma determinada populagdo de neuronios.

A Figura 3 é um par de fotomicrografias tiradas a culturas de controlo, de culturas
tratadas com K-252a 75nM. Houve um aumento na sobrevivéncia celular e crescimento de

neurites nestas culturas, na presenca de K-252a 75nM.

Exemplo 2

A Figura 4 mostra o efeito do HBCS na degeneracdo neuronal induzida por kainato
no hipocampo. Ratos fémea Sprague-Dawley receberam, por meio de cinula, 0,8 ng de
HBCS, ou veiculo, 40 minutos antes e cerca de 4 horas apds o kainato (0,6 pg), por infusdo
icv. Duas semanas mais tarde, os cérebros foram excisados, congelados, seccionados e
corados para analise histolégica, como descrito a seguir. Os dados apresentados sdo o
numero médio de sub-regides do hipocampo danificado, para cada grupo + SEM. O HBCS
reduziu significativamente o numero de areas danificadas no hipocampo, desde cerca de

2.5+0,6 (sem HBCS) a 1,3%0,5 (com tratamento com HBCS).

O efeito de K-252a ou dos seus derivados no dano neuronal induzido por kainato foi
avaliado como se segue: Anestesiaram-se ratos Sprague-Dawley adultos, macho ou fémea

(175-250 g) com Nembutal (50 mg/kg, ip) e administrou-se um tratamento com droga ou
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veiculo, num total de 5 pl, antes e depois do tratamento com kainato (5 pl) por infusdo icv,
utilizando uma dose e programa de infusdo como acima indicado. Os animais de controlo
receberam veiculo em vez de infusdo de kainato e de droga. Para os estudos anatomicos, as
infusdes icv foram fornecidas através de uma céanula (Plastic One, Roanoke, VA) implantada
aproximadamente uma semana antes das infusdes de droga e posicionada em coordenadas
estereotaxicas: anterior-posterior no bregma, 1,5 mm lateralmente em relagdo ao bregma e a
4.4 mm ventralmente em relagio ao topo do cranio. Os resultados deste tratamento foram

avaliados duas semanas mais tarde, utilizando as analises anatémicas a seguir descritas.

Em estudos para determinar o efeito de K-252a ou dos seus derivados, na proteolise
de espectrina induzida por kainato, forneceu-se a ratos anestesiados uma infusdo de 5 ul da
droga, ou veiculo, em simultaneo com o kainato, através de uma seringa Hamilton de 10 pl,
posicionada nas coordenadas estereotaxicas acima descritas. Estes ratos foram mortos 24

horas mais tarde e submetidos a analise bioquimica, como a seguir-descrito.

A analise anatémica foi realizada como se segue. Os ratos foram mortos por
decapitacdo 2 semanas apds os tratamentos e os cérebros foram rapidamente removidos e
congelados em gelo seco. Corou-se uma série de secgdes coronais de cada cérebro, montadas
em lamina, com tionina e estas foram examinadas num microscopio. O dano no hipocampo
foi quantificado somando o nimero total de 4 regides do hipocampo anatomicamente
definidas (CA1-4 de acordo com a classificagdo de Lorente de No, como descrito por
Shepard, 1979, The Synaptic Organization of the Brain, Oxford, p. 130) em ambos os lados

esquerdo e direito do cérebro, que sofreram uma perda de celulas piramidais.

A anélise bioquimica foi realizada como se segue. Avaliou-se a proteolise de
espectrina de cérebro (fodrina) sensivel a calpaina-I, em homogenatos do hipocampo,
utilizando uma analise de imunotransferéncia descrita por Siman et al. (1988, Neuron, 1.
279-287). Em resumo, os ratos foram mortos por decapitagio, 24 horas apds o tratamento € o
hipocampo dorsal foi rapidamente dissecado do cérebro e homogeneizado em Tris-HCl
20mM (pH7,4) contendo fluoreto de fenilmetilsulfonilo 0,1 mM. Separaram-se as proteinas
de aliquotas de cada homogenado por SDS-PAGE e utilizou-se uma analise de
imunotransferéncia para quantificar a quantidade de degradagdo de espectrina induzida por

kainato, em cada amostra.

Exemplo 3

Testaram-se trinta € um derivados funcionais de K-252a, para determinar a sua

poténcia e eficicia num teste de sobrevivéncia de células dos corpos estriados do Exemplo 2.
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A tabela seguinte mostra os dados de 18 derivados de K-252a que promoveram

sobrevivéncia dos neurénios dos corpos estriados.

% de sobrevivéncia de corpos estriados K-252a
Composto 25 nM 75 nM 100 nM
K-252a 100
II1-1 69 NT -
[I-1 ° 61 NT 104
II-35 52 81 -
[1-20 58 - NT
I1-10 91 - NT
I1-28 - 90 -
II-5 104 NT -
I1-29 64 - NT -
-2 65 - NT
1I-3 50 104 -
I1-30 - 114 NT
1I1-6 81 NT : -
[1-31 92 - NT
1I-32 69 NT -
Iv-3 - NT 47
v-1 - NT 66
I1-33 - 82 NT
‘; 1I-34 118 NT -
NT = ndo testado a essa concentragao

- = ndo activo a essa concentragao

A seguir ilustra-se o efeito do K-252a e dos seus derivados funcionais no teste ChAT
da espinal medula, para determinar a sua eficacia relativa. Analisou-se a actividade da colina
acetil-transferase (ChAT) em culturas de espinal medula dissociadas, preparadas a partir de
ratos fetais, por métodos convencionais (veja-se a seguir). A ChAT ¢é a enzima que catalisa a
sintese do neurotransmissor acetilcolina e ¢ um marcador bioquimico especifico para os
neurénios colinérgicos. Na medula espinal, a grande maioria dos neurénios colinérgicos sdo
neurénios motores. O teste desta enzima pode assim ser utilizado como uma indicagdo dos
efeitos de um factor (ou factores), na sobrevivéncia de neurénios colinérgicos e/ou regulagao

desta enzima.
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As experiéncias com culturas dissociadas de células fetais de medula espinal de ratos
foram realizadas de um modo geral como descrito (Smith et al, J. Cell Biol., 101:
1608-1621, 1985). As células dissociadas foram preparadas a partir de medulas espinais
dissecadas de ratos embriénicos de 14 dias, por técnicas convencionais conhecidas dos
peritos na arte, utilizando dissociag¢do do tecido com tripsina (Smith et al., 1985). Semearam-
se (plaquearam-se) as células a 6x10° células/cm® em pocos de cultura de tecidos de pldstico
revestidos com poli-1-ornitina em meio N2 isento de soro e incubaram-se a 37°C numa
atmosfera humidificada de 5% de CO,/95% de ar (Bottenstein e Sato, PNAS USA 76:
514-517, 1979), durante 48 horas. Mediu-se a actividade de ChAT utilizando modificagdes
do processo Fonnum (J. Neurochem., 24: 407-409, 1975) de acordo com Ishida e Deguchi
(J. Neurosci., 3: 1818-1823) e McManaman et al., Dev. Biol., 125: 311-320 (1988). A
actividade foi normalizada para a proteina total medida pela reacgdo de acido

bicinconicico/Cu’™ (reagente do teste de proteina BCA, Pierce, Rockland, Illinois, USA).

A Figura 1 mostra que varios compostos aqui definidos aumentam a actividade de
ChAT a 300nM. O composto II-21 também era activo a 30 nM (aumento de 30% da
actividade de ChAT em relagdo aos niveis basais). Este composto era mais potente do que o
K-252a ou que os analogos remanescenies, uma vez que nenhum destes aumentou

activamente a actividade de ChAT a 30 nM.

A Tabela seguinte mostra varios compostos na actividade de ChAT, em culturas de

espinal medula de rato.
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Actividade de ChAT na Actividade de ChAT na
Composto medula espinal Composto medula espinal
300 nM 30 nM ' 300 nM 30nM
K-252a 100 - [11-1 75 -

. 1-44 146 80 ‘ [I-12 75 -
11-34 133 66 V-1 74 72
11-47 126 - [1-13 73 -

-1 122 - [I-14 71 -
II-31 120 - [I-15 69 -
I1-29 118 65 [I-18 68 -
1I-32 118 70 [I-16 68 -
I11-38 118 - | 11-40 66 -

1I-2 111 NT [1-19 66 . -

11-3 109 NT [1-20 65 65
11-46 109 84 11-45 65 -

II-5 104 NT 11-22 62 -
1I-41 103 - ; Iv-2 62 NT
11-42 102 64 I1-2 60 NT

I1-4 100 - I1-25 58 -
I11-30 94 71 I1-23 55 -

1I-7 90 NT 11-24 50 -
11-39 90 - I1-26 39 -
I1-36 86 - [1-33 - 77
1I-8 85 - [1-43 .- 125
11-9 83 64 I1-49 - 62
1I-10 81 143 [1-51 130 53
v-3 77 - [1-56 88 53
II-11 76 NT [1-48 70 -
I1-21 76 63

NT = nio testado a essa concentra¢io
- =ndo activo a essa concentragio
Lisboa, -4, U1 600
Por CEPHALON, INC. e KYOWA HAKKO KOGYO CO., LTD.
- O AGENTE OFICIAL -
i— J0A0
DA CUNHA FERREIRA|
Ag. OF. Pr. Ind.
Rwo des Flores, 74 - 4.°
| 12600 LisBoA
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REIVINDICACOES

L. Utilizagdo de um composto para a producdo de um medicamento para utiliza¢do na
potenciagdo, num mamifero, da fungdo de um neurdnio dos corpos estriados, sendo o

composto um derivado funcional de K-252a, representado pelas formulas

JA oA
Z;\*/N\/”o 2 3 fi\ ”

V\Ag:}ﬁ‘ 2X T . 31T

] 2+ 2
k’\N\g-"" ;( l ) Q’i:’?ﬁ

w ] PR Lo

T CIEL

(I1) (IID) ou (IV)
em que foram feitas as seguintes substitui¢des:
ZI(l)

Composto RY R’ X R Z
II-1 H H CH,N; OH H
-2 NHCONHCH; H CO,CH; OH H
-3 CH,SOC,H; H CO,CH; OH H
-4 H H CH,OH OCH; H
I1-5 H H CONHC,H; OH H
-7 &7 H H CH,NH-Gly OH H
1I-8 H H CON(CH,), OH H
-9 ® H H -CH,NHCO,- H
I-10 Br H CO,CH, OH H
U-11 H CONH, OH H
1-12 H H CH,0OH OH H
II-1 -- H -- -- H
II-13 H H CONHC;H; OH H
II-14 @ H H CH,NH-Ser OH H
II-15 H H CH,SOCH, OH H
1I-16 H H CH=NOH OH H
I1-18 *7 H H CH,NH-Pro OH H
I-19 H H CH=NNHC(=NH)NH, OH H
I1-20 Br Br CO,CH; OH 0
1-21 H H CONH(CH,),0H OH H
11-22 H H CO,CH, OH 0
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[1-2
11-23
11-24
11-25
11-26 @
[1-29
11-30
11-31
11-32
11-33
11-34
1-36
11-37
1-38
11-39
11-40
11-41
11-42
11-43
11-44
11-45
11-46
1-47
[1-48
11-49
11-50
1-51
11-52
11-53
11-54
11-55
1-56
11-57
11-58
11-59
11-60
11-61
Iv-1 4.9)
v-2®
v-3©
IV-4 (8.9)

s aniias Jian

NHCONHC,H;
CH,SC-H;5
Br
Br
CH,SC¢H;
Cl
H
H
H
NHCONHC,H;s
N(CH;)»
CH;
CH,OCONHC,H;
NHCO,CH;
Br
Br
Br
CH,OC,H;
CH,N(CHs):
CH,S0,C,H;
CH,S
CH,SC,H;
CH=NNH
CH,S
CH,S(0O)
CH,S(0)
CH,SC,H;
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(1) Z' e Z* sio ambos hidrogénio, ou ambos sdo combinados em conjunto para representar oxigénio,
quando indicado.

(2) a ligacio NH-amino ¢ uma ligagdo amida através do grupo carboxilo do aminoécido.

(3) X e R sdo combinados em conjunto para formar o grupo ligante.

(4) R’ é CH,CH=CH,; R* é H.

(5) R* e R* sdo cada um H.

(6) R® e R* sdo cada um CH,CH=CH,.

(7) O composto ¢ na forma de cloridrato

(8) R® ¢ He R* ¢ CH,CH=CH,

(9) IV-1 e IV-4 sdio uma mistura 1,5 a 1,0 dos dois componentes.

2. Utilizagdo de acordo com‘a reivindicacio 1, em que o composto é seleccionado
entre II-1, 11-2, II-3, II-4, II-5, 1I-8, 1I-9, II-10, 1I-11, 1I-12, 1-13, II-15, 1I-19, II-20, II-21,
[1-23, 11-24, 11-25, I1-30, I1-32, T1I-1 e 1II-2.

3. Utilizacio de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicagdo 2, em que o0

medicamento compreende adicionalmente um factor neurotrofico.

4. Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 3, em que O factor neurotréfico € um

membro da familia das neurotrofinas.

5. Utilizagdo de acordo com a reivindicagdo 4, em que o referido membro ¢ o factor

de crescimento nervoso (NGF).

6. Utilizacdo de acordo com qualquer das reivindicagdes anteriores, para utilizagdo
no tratamento da doenca de Huntingdon.
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Figura 1
Efeito de K-252a na sobrevivéncia de

$ 1 neuronios em culturas de corpos estriados
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Figura 2
Efeito do X-252a no namero de células
2000 — em culturas de corpos estriados
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Figura 4 Efeito de hbcs no dano do hipocampo

induzido por kainato
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COMPOSTO  li-1]
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Figura 5
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