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RESUMO

"COMPOSTOS DERIVADOS DE BENZOTIAZOLE, COMPOSICOES E
UTILIZAGOES"

Esta invencao providencia compostos derivados do
benzotiazole, composicdes que compreendem tais compostos,
métodos de preparar tails compostos, e métodos de utilizar
tais compostos para detetar depdsito(s) de amiloide e para
diagnosticar uma doenca, patologia ou estado caracterizado
por depdsito(s) de amiloide. Os compostos encontram
utilizacao particular no diagndéstico e tratamento de
pacientes com doencas em gque a acumulacdao de placas
neuriticas é prevalente. Os estados da doenca ou
enfermidades incluem, mas nao sao limitados a, doenca de
Alzheimer, doencga familiar de Alzheimer, sindrome de Down e

homozigotos para o alelo E4 da apolipoproteina.
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DESCRICAO

"COMPOSTOS DERIVADOS DE BENZOTIAZOLE, COMPOSICOES E
UTILIZAGOES"

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencado refere-se a compostos de tioflavina e
derivados especificos que sdo adequados para imagiologia de
depdsitos de amiloides em pacientes vivos. Mais
especificamente, a presente invencdo refere-se a um método
para 1imagioclogia in vivo de depdsitos de amiloides no
cérebro para permitir o diagndstico ante-mortem da doencga
de Alzheimer com derivados de tioflavina. A presente
invengcdo também se refere a usos terapéuticos de tais

compostos.

FUNDAMENTO DA INVENQAO

A doenca de Alzheimer ("AD") é uma doencga neurodegenerativa
caracterizada por 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 tao jovens quanto 40-50 anos de idade,
ainda, porque a presenca da doenca ¢é dificil de se
determinar sem uma biopsia cerebral perigosa, o momento do
inicio é desconhecido. A predomindncia da AD aumenta com a
idade, com uma estimativa da populacdo afetada atingindo
até 40-50% nas idades de 85-90 anos. Evans et al., JAMA
262:2551 (1989); Katzman, Neurology 43:13 (1993).

Os estudos sugerem gque a deposicao de amiloide no cérebro é
um evento causador precoce na patogénese da doenca de

Alzheimer (AD). A progressao da deposicao de amiloide



resulta na formacdo de placas neuriticas e emaranhados
neurofibrilares em regides do cérebro que estao envolvidas
na aprendizagem e memdéria. Uma placa neuritica de Alzheimer
tipica compreende neuritos distrdéficos circundando um
nicleo de material amiloide. O componente principal do

nicleo amiloide ¢é uma proteina chamada de beta-amiloide

(2B) .

Na pratica, a AD é definitivamente diagnosticada através do
exame do tecido cerebral, usualmente numa autdpsia.
Khachaturian, Arch. Neurol. 42:1097(1985); McKhann et al.,
Neurology 34:939 (1984). Neuropatologicamente, esta doenca
é caracterizada pela presenga de placas neuriticas (NP),
emaranhados neurofibrilares (NFT), e perda neuronal, em
conjunto com uma variedade de outras observacdes. Mann,
Mech. Ageing Dev. 31:213 (1985). As amostras post-mortem de
tecido cerebral de vitimas de doenca de Alzheimer exibem a
presenca de amiloide na forma de nucleos extracelulares
proteindceos das placas neuriticas que sdo caracteristicas

da AD.

Os nucleos amiloides destas placas neuriticas sao compostos

por uma proteina chamada P-amiloide (AP) que estéd disposta
numa configuracdo predominantemente folha Dbeta plissada.
Mori et al., Journal of Biological Chemistry 267:17082
(1992); Kirschner et al., PNAS 83:503 (1986). Placas
neuriticas sdo um aspeto precoce e 1invaridvel 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 deposicdo inicial de AP ocorre provavelmente muito antes
que o0s sintomas clinicos sejam observaveis. 0Os "critérios

microscdédpicos minimos" atualmente recomendados para o



diagnéstico de AD sdo baseados no numero de placas
neuriticas encontradas no cérebro. Khachaturian, Arch.
Neurol., supra (1985). No entanto, o acesso a contagem de

placas neuriticas tem que ser retardado até apds a morte.

As placas neuriticas contendo amiloide sao uma
caracteristica proeminente de Areas seletivas do cérebro na
AD, bem como na Sindrome de Down e em individuos
homozigotos para o alelo da apolipoproteina E4, o0s guais
sdo muito provaveilis de desenvolver a AD. Corder et al.,
Science 261:921 (1993); Divry, P., J. Neurol. Psych.
27:643-657 (1927); Wisniewski et al., in Zimmerman, H. M.
(ed.): PROGRESS IN NEUROPATHOLOGY (Grune and Stratton, N.
Y. 1973) pp. 1-26.

A amiloide cerebral ¢é prontamente demonstrada através da
marcacao de seccgbes cerebrais com tioflavina S ou vermelho
do Congo. Puchtler et al., J. Histochem. Cytochem. 10:35
(1962). A amiloide marcada com vermelho do Congo &
caracterizada por um aparecimento dicroico, exibindo uma
polarizagao colorida amarelo-verde. A ligagao dicroica é o
resultado da estrutura em folha beta plissada das proteinas
amiloides. Glenner, G.N. Eng. J. Med. 302:1283 (1980). Uma
discussao detalhada da Dbioquimica e  histoquimica de
amiloide pode ser encontrada em Glenner, N. Eng. J. Med.,

302:1333 (1980).

Até agora, o diagnéstico de AD foi conseguido
principalmente através da avaliacdo de critérios clinicos,
biopsias cerebrais e estudos de tecidos post-mortem. Os
esforcos da investigacadao para desenvolver métodos para
diagnosticar a doenca de Alzheimer in vivo incluem (1)
testes genéticos, (2) métodos de ensaio imunoldgico e (3)

técnicas de imagiologia.



A evidéncia de que as anomalias no metabolismo de AP sé&o
necessarias e suficientes para o desenvolvimento de AD é

baseada na descoberta de mutacdes pontuais na proteina

precursora de AP em vdrias familias raras com uma forma
dominante autossémica de AD. Hardy, Nature Genetics 1:233
(1992) ; Hardy et al., Science 256:184 (1992). Estas
mutagdes ocorrem proéximo dos pontos de clivagem N- e C-
terminais necessdrios para a geracdo de AP a partir de sua
proteina precursora. St. George-Hyslop et al., Science
235:885 (1987); Kang et al., Nature 325:733(1987); Potter
WO 92/17152. A andlise genética de um grande numero de
familias AD demonstrou, no entanto, que a AD é
geneticamente heterogénea. St. George-Hyslop et al., Nature
347:194 (1990). A ligacao a marcadores do cromossoma 21 é
demonstrada em apenas algumas familias com AD instalada
precocemente e em nenhuma familia <c¢com AD instalada
tardiamente. Mais recentemente foi identificado por
Sherrington et al., Nature 375:754-760 (1995), um gene no
cromossoma 14 cujo produto se prevé que contenha dominios
transmembranares mualtiplos e que se assemelhe a uma
proteina de membrana integral. Este gene pode ser
responsavel por até 70% da AD dominante autossdémica
instalada precocemente. Dados preliminares sugerem que esta
mutacao do cromossoma 14 provoca um aumento na producao de
AB. Scheuner et al., Soc. Neurosci. Abstr. 21:1500 (1995).
Uma mutacdo num gene muito semelhante foi identificada no
cromossoma 1 de familias Volga Alemds com AD instalada
precocemente. Levy-Lahad et al., Science 269:973-977
(1995).

O wvarrimento para o gendétipo da apolipoproteina E foi
sugerido como uma ajuda no diagndéstico de AD. Scott, Nature

366:502 (1993); Roses, Ann. Neurol. 38:6-14 (1995). No



entanto, ocorrem dificuldades com esta tecnologia, porque o
alelo da apolipoproteina E4 é apenas um fator de risco para
a AD, nao um marcador da doenca. Estda ausente em muitos
pacientes de AD e presente em muitos individuos idosos néao

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

Foram desenvolvidos métodos de ensaio imunoldgico para
detetar a presenca de marcadores neuroquimicos em pacientes
de AD e para detetar uma proteina amiloide relacionada com
AD no fluido espinal. Warner, Anal. Chem. 59:1203A (1987);
Patente Mundial N° 92/17152 por Potter; Glenner et al.,
Patente U. S. 4,666,829. Estes métodos para diagnosticar a
AD nao provaram detetar a AD em todos os pacientes,
particularmente nos estdgios iniciais da doenca e séo
relativamente invasivos, requerendo uma punc¢cao lombar. Da
mesma forma, foram realizadas tentativas para desenvolver
anticorpos monoclonais como sondas para a imagiologia de
AB. Majocha et al., J. Nucl. Med., 33:2184 (1992); Majocha
et al., WO 89/06242 e Majocha et al., Patente U. S.
5,231,000. A principal desvantagem de sondas de anticorpos
¢ a dificuldade em conseguir que estas moléculas grandes
atravessem a Dbarreira hematoencefdlica. A utilizacdo de
anticorpos para o diagnéstico in vivo de AD ird requer
anomalias marcadas na barreira hematoencefdlica de maneira
a se aceder ao cérebro. Nao existe qualquer evidéncia
funcional convincente de que as anomalias na barreira
hematoencefdlica existam com seguranca na AD. Kalaria,

Cerebrovascular & Brain Metabolism Reviews 4:226 (1992).

0 peptideo AP radiomarcado foi utilizado para marcar placas
difusas, compactas e do tipo neuritico em seccgdes de
cérebro com AD. Ver Maggio et al., WO 93/04194. No entanto,
estes peptideos partilham todas as desvantagens dos

anticorpos. Especificamente, o0s peptideos normalmente nao



atravessam a barreira hematoencefdlica em quantidades
necessadrias para imagiologia e, uma vez que estas sondas
reagem com placas difusas, poderdo nado ser especificas para

a AD.

As placas neuriticas e os emaranhados neurofibrilares séao
as duas indicacgdes patoldgicas mais caracteristicas da AD.
Klunk e Abraham, Psychiatric Development, 6:121-152 (1988).
As placas ocorrem 1inicialmente no neocdrtex onde estao

distribuidas de modo relativamente homogéneo. Thal et al.,

Neurology 58:1791-1800 (2002). Os emaranhados aparecem
primeiro em areas limbicas tais como o) cértex
transentorinal e progridem num padrao topografico
previsivel para o neocdrtex. Braak e Braak, Acta

Neuropathologica 82:239-259 (1991). Arnold et al. mapearam
a distribuicdo de ENF e placas neuriticas nos cérebros de
pacientes com AD. Arnold et al., Cereb. Cortex 1: 103-116
(1991). Em comparacao com ENF, as placas neuriticas eram,
em geral, distribuidas mais uniformemente através do
cértex, com as excecgcdbes de notavelmente menos placas
neuriticas no perialocdértex e alocdrtex limbicos (as areas
com a maior densidade de ENF). Através da marcacao com
tioflavina-S, os ldébulos temporal e occipital apresentaram
as densidades de placa neuritica mais elevadas, os ldébulos
limbico e frontal apresentaram as mais baixas, e o ldébulo
parietal foi intermédio. Arriagada et al., ©Neurology
42:1681-1688 (1992). Arriagada et al. estudaram a
distribuicdo topografica das alteracdes patoldgicas do tipo
AD nos cérebros de individuos idosos presumidamente néao
dementes. As suas observacdes sugerem que a maioria dos
individuos com idade acima de 55 anos apresenta pelo menos
um pouco de ENF e placas. 0s subtipos de SP definidos

imunohistoguimicamente apresentaram padrdes distintos de

distribuicdo com placas AP imunoreativas presentes em areas



neocorticias muito maiores que nas Aareas limbicas e placas
Alz-50 d1munoreativas sendo nao frequentes e limitadas
aquelas &areas que contém neurdénios Alz-50-positivos e ENF.
Estes padrdes sugeriram uma existéncia de atributos comuns
nos processos patoldgicos que conduzem a ENF e SP tanto no

envelhecimento quanto na AD.

Permanece o debate relativamente a se as ©placas e
emaranhados sao subprodutos do processo neurodegenerativo
encontrado na AD ou se sdao a causa de morte celular
neuronal. Ross, Current Opinion 1in Neurobiol. 96:644-
650(1996); Terry, J. of Neuropath. & Exp. Neurol. 55:1023-
1025(1996); Terry, J. Neural Transmission-Suppl. 53:141-145
(1998). E clara a evidéncia de que a perda sindptica
neorocortical e hipocampal se correlaciona bem com o estado
cognitivo pré-mérbido. Alguns investigadores sugerem que a
rutura da estrutura e funcdo microtubular, causada pela
hiperfosforilagdo da proteina associada ao microtubulo,
tau, representa o papel etioldgico chave na perda sindptica
em particular e na AD em geral. Terry, J. of Neuropath. &
Exp. Neurol. 55:1023-1025 (1996); Terry, J. of Neural
Transmission-Suppl. 53:141-145 (1998). A lesdo oxidativa e
a rutura de membrana foram propostos como desempenhando
papéis importantes na AD. Perry, Free Radical Biology &
Medicine 28:831-834 (2000); Pettegrew et al., Annals of the
New York Academy of Sciences 826: 282-306 (1997). Os
fatores vasculares incluindo hipoperfusdao cerebral crénica
subtil foram também implicados na patogénese da AD. De la
Torre, Annals of the New York Academy of Sciences 903:424-
436 (2000); Di 1lorio et al., Aging (Milano) 11:345-352
(1999). Engquanto gque todos estes fatores sdo provaveis de
desempenhar algum papel na patogénese da AD, aumentam as

evidéncias gque apontam para anomalias no processamento do

peptideo beta-amiloide (AP), um peptideo de 4 kD que se



agrega numa estrutura em folha P-pregueada fibrilar.
Glenner e Wong, Biochemical & Biophysical Research
Communications 120:885-890 (1984). Foi proposto que a AP
desempenhe um papel importante na patogénese da AD por
vadrias razdes: 1) os depdsitos de AP sdo os marcadores
neuropatoldgicos mais precoces da AD na sindrome de Down, e
podem preceder a formacdao de ENF em varias décadas; Mann et
al., Neurodegeneration 1:201-215 (1992); Naslund, et al.,
JAMA 283:1571-1577 (2000) . 2) a B-amiloidose é
relativamente especifica para AD e patologias intimamente
relacionadas; Selkoe, Trends 1in Neurosciences 16:403-409
(1993). 3) a AP ¢é toéxica para neurdnios cultivados,
Yankner, Neurobiol. Aging 13:615-616 (1992); Mattson et
al., J. Neuroscience 12:376-389 (1992); Shearman et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:1470-1474 (1994), uma
toxicidade que parece ser dependente da estrutura
secunddria em placa P e agregacdo em pelo menos oligdémeros.
Lambert et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:6448-6453
(1989); Pike et al., J. Neuroscience 13:1676-1687 (1993);
Simmons et al., Molecular Pharmacology 45:373-379 (1994).
Embora seja certo que a AP existe num equilibrio
distribuido  por fracdes monoméricas, oligoméricas e
fibrilar/placa, a forma oligomérica de AP foi fortemente
implicada <como sendo o componente neurotdxico chave.
Selkoe, Alzheimer disease, editado por R.D. Terry, et al.,
pp. 293-310 Lippincott Williams e Wilkins, Philadelphia
(1999); Selkoe, Science 298, 789-91 (2002). O reconhecimento
dos efeitos toéxicos de AP oligomérica formou uma base de
compromisso para alguns oponentes da "hipdtese de cascata
amiloide™ da AD. Terry, Ann. Neurol. 49:684 (2001). Talvez
a evidéncia mais forte do papel de AP na patogénese da AD
provenha da descoberta de mutacdes no gene da proteina

precursora amiloide (APP) que conduz a algumas formas de AD



familiar instalada precocemente. Goate et al., Nature
349:704-706 (1991). Adicionalmente, todas as formas

familiares de AD dominante autossdédmica tém em comum um

nivel elevado da forma de AP que agrega mais rapidamente 42
aminodacidos. Younkin Rinsho Shinkeigaku - Clinical
Neurology 37:1099 (1997). Em contraste, nenhuma mutacao na
proteina tau se mostrou como sendo causadora de AD. Em vez
disso as mutacdes em tau (cromossoma 17) estdo ligadas a
deméncia fronto-temporal com Parkinsonismo. Goedert et al.,

Neuron 21:955-958 (1998). Evidéncia recente mostrou uma boa

correlacdo entre os niveis de AP no cérebro e o declinio
cognitivo na AD, e a deposicdo de amiloide aparenta ser um
evento muito precoce, talvez mesmo 0 primeiro, na
patogénese da AD, precedendo qualgquer diminuicdo da
capacidade cognitiva. Naslund, et al., JAMA 283:1571-1577
(2000). A sua presenca poderd modular um numero de vias
bioquimicas que resultam na deposicdo de ainda outras
proteinas, na ativagdo da astroglia e microglia, e
eventualmente morte celular neuronal e consequente

disfung¢do cognitiva.

Os dados sugerem que 0s compostos que se ligam a amiloide

possuirao um potencial terapéutico na AD e diabetes

mellitus tipo 2. As reacdes morfoldgicas incluindo
astrocitose reativa, neurites distrdéficas, células de
microglia ativadas, perda sindptica, e ativacao

complementar completa encontrada em torno de placas
neuriticas, todas significam gque o0s processos neurotdxicos
e degenerativos celulares estdo a ocorrer nas Aareas
adjacentes a estes depdsitos de AP. Joachim et al., Am. J.
Pathol. 135:309 (1989); Masliah et al., loc. cit. 137:1293
(1990) ; Lue e Rogers, Dementia 3:308 (1992). A
neurotoxidade induzida por AP e a degeneracdo celular foram

relatadas num numero de tipos celulares in vitro. Yankner
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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). Foi

demonstrado que a agregacdo do peptideo AP € necesséaria
para a neurotoxidade in wvitro. Yankner, Neurobiol. Aging
13:615 (1992). Recentemente, trés laboratdérios relataram
resultados que sugerem que o vermelho do Congo inibe a
neurotoxidade induzida por AP e a degeneracdo celular 1in
vitro. Burgevin et al., Neuro Report 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 tanto a inibicdo da formacdo de fibrilo
quanto a prevencao das ©propriedades neurotdxicas dos
fibrilos formados. Lorenzo e Yankner, Proc. Natl. Acad.
Sci. 91:12243 (1994). Demonstrou-se também que o vermelho
do Congo protege as células da ilhota pancredtica contra a
toxicidade causada pela amilina. Lorenzo e Yankner, Proc.
Natl. Acad. Sci. 91:12243 (1994). A amilina € um peptideo
fibrilar semelhante a AP que se acumula no pancreas na

diabetes mellitus tipo 2.

E conhecido na técnica que certos corantes azo, tais como o
vermelho do Congo, podem ser carcinogénicos. Morgan et al.,
Environmental Health Perspectives, 102 (supl.) 2:63-78,
(1994) . Este potencial carcinogénico parece ser grandemente
baseado no fato de corantes azo serem extensivamente
metabolizados a amina precursora livre por Dbactérias
intestinais. Cerniglia et al., Biochem. Biophys. Res.Com.,
107:1224-1229, (1982). No caso de corantes de benzidina (e
muitas outras benzidinas substituidas), € a amina livre que
é o0 carcinogéneo. Estes fatos tém poucas implicacgdes para
os estudos de imagiologia de amiloide nos guais uma

quantidade extremamente pequena do corante radiomarcado com
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elevada atividade especifica ¢é diretamente injetada na
corrente sanguinea. Neste caso, a quantidade administrada
seria desprezdvel e o corante nao seria atacado pelas

bactérias intestinais.

No <caso de uso terapéutico, estes fatos possuem uma
importdncia critica. A libertacdo de um carcinogéneo
conhecido a partir de um composto terapéutico é
inaceitdvel. Um segundo problema do metabolismo de corante
diazo é qgue a mailor parte do fdrmaco administrada &
metabolizada por Dbactérias intestinais antes de sua
absorcao. Esta biodisponibilidade diminuida permanece como
uma desvantagem mesmo que os metabolitos libertados sejam

indcuos.

A tioflavina T é um corante bdsico primeiro descrito como
um corante seletivo de amiloide em 1959 por Vassar e
Culling, Arch. Pathol. 68:487 (1959). Schwartz et al., Zbl.
Path. 106:320 (1964), demonstraram primeiro a utilizacado da
tioflavina S, um corante acidico, como um corante de
amiloide em 1964. Desde entdo, as propriedades tanto da
tioflavina T quanto da tioflavina S, foram estudadas 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 utilizada no estudo
post-mortem da deposicdo de amiloide em cérebro com AD, em
que se revelou ser uma das técnicas mais sensiveis para se
demonstrar placas senis. Vallet et al., Acta Neuropathol.
83:170 (1992). A tioflavina T foi frequentemente utilizada
como um reagente para estudar a agregacdo de proteinas
amiloides soluveis em fibrilos em placa beta. Levine, Proc.
Sci. 2:404 (1993). O0Os derivados de amina dquaternaria

relacionados com a tioflavina T foram propostos com agentes
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de imagiologia de amiloide, embora nao tenha sido
apresentada qgqualquer evidéncia da absorgao cerebral destes

agentes. Caprathe et al., Patente U. S. 6,001,331.

Uma vez que a deposicdo de amiloide inicial poderd ocorrer
muito antes dos sintomas clinicos da AD serem observaveis,
a detecdao e a quantificacdo de depdsitos de amiloide
poderia facilitar o diagndéstico da AD em seus estdgios
iniciais pré-sintomdticos. Ver a Patente U. S. 6,417,178.
As técnicas de imagiologia, tais como a tomografia de
emissao de positrao (PET) e tomografia computorizada de
emissao de fotao unico (SPECT) , sao efetivas na
monitorizacdo da acumulacdo de depdsitos de amiloide no
cérebro e na sua correlagao com a progressao da AD. A
aplicacdo destas técnicas requer o desenvolvimento de
radioligandos que entrem prontamente no cérebro e se liguem

seletivamente aos depdsitos de amiloide in vivo.

Wang et al., J. of Mol. Neurosci. 19, 11 (2002), revela a
utilizacéao de 2-(3’'-Iodo-4’"-aminofenil)-6-

125

hidroxibenzotiazole radiomarcado com I para quantificacéo

in vivo de depdsitos de amiloide.

A incapacidade de se aceder a deposicao de amiloide na AD
até apds a morte impede o estudo desta doenca devastadora.
Um método para quantificar a deposigdo de amiloide antes da
morte é necessadrio tanto como uma ferramenta de diagndstico
em casos moderados ou clinicamente confusos guanto na
monitorizacdo da eficdcia de terapias destinadas a prevenir
a deposicdo de AP. Consequentemente permanece da maior
importancia desenvolver um método seguro e especifico para
o diagnéstico de AD antes da morte, por imagiologia de
amiloide no cérebro de parénquima in vivo. Apesar de terem

sido realizadas varias tentativas para se diagnosticar a AD
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in vivo, atualmente, nado existe qualgquer sonda ante-mortem
para a amiloide cerebral. Nenhum método utilizou uma sonda
de elevada afinidade para amiloide que possuisse baixa
toxicidade, pudesse atravessar a barreira hematoencefdlica,
e se ligasse mais efetivamente ao cérebro com AD gue ao
cérebro normal de maneira a identificar depdsitos de
amiloide em AD antes da morte dos pacientes. Assim, nenhum
método in vivo para o diagndéstico de AD mostrou cumprir

estes critérios.

Existe uma necessidade de compostos que se liguem a
amiloide gque nao sejam téxicos e possam atravessar a
barreira hematoencefdlica, e, consequentemente, possam ser
utilizados em diagndsticos. Com esta finalidade, 0os
presentes inventores determinaram que variando
substituigcdes em diferentes posicdes pode aumentar a

afinidade ligante dependendo da posicdo do substituinte.

Adicionalmente, o0s presentes inventores desenvolveram uma
série de derivados de tioflavina T nao carregados como
agentes de imagiologia de amiloide que exibem elevada
afinidade para depdsitos de amiloide e elevada
permeabilidade através da barreira hematoencefdalica. Os
estudos intensivos 1in vitro e 1in vivo destes agentes de
imagiologia de amiloide sugerem que se ligam
especificamente a depdsitos de amiloide a concentracgdes
tipicas daquelas obtidas durante os estudos de tomografia
por emissdo de positrao. No ambiente complexo do cérebro
humano, a ligacdao nao especifica dos compostos de
imagiologia de amiloide € baixa, mesmo em cérebros de
controlo destituidos de depdsitos de amiloide. A
concentragao nanomolar, estes compostos parecem nao se

ligar a emaranhados neurofibrilares.
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SUMARIO DA INVENGAO

E consequentemente uma concretizacdo da presente invencio
providenciar compostos que permitem um método seguro e
especifico de diagnosticar AD antes da morte, por
imagiologia in vivo de amiloide no paréngquima cerebral. Os
compostos Uteis para este propdsito estdo de acordo com a

férmula I seguinte:

i

ou um sal, hidrato, solvato ou pré-farmaco
farmaceuticamente aceitdvel do composto, em que:
R' é hidrogénio, -OH, -NO,, -CN, -COOOR, -OCH,OR, C;-Cg
alguilo, C;-C¢ alcenilo, C;—C¢ alcinilo, C1-C¢ alcoxi ou
halogeno, em que um ou mais dos &atomos de R poderao
ser um atomo radiomarcado;
R é C;-Cs alquilo, em gque um ou mails dos &atomos de
carbono poderdo ser um atomo radiomarcado;
R’ é um radiofluoro;

R3

¢ hidrogénio, C1-C¢ alquilo, C;-C¢ alcenilo ou C,;-Cg
alcinilo; e
R* & hidrogénio, C;1-C¢ algquilo, C;-Ce¢ alcenilo ou C,;—-Cg

alcinilo.

Noutra concretizacao, os compostos que se ligam a amiloide
da invencdo ligam-se a AP com uma constante de dissociacdo
(Kp) entre 0,0001 e 10,0 uM quando medida pela ligagao ao

peptideo AP sintético ou ao tecido cerebral com Doenca de

Alzheimer.
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Um método para sintetizar os compostos que se ligam a
amiloide da presente invencdo apresentando pelo menos um
dos substituintes selecionados a partir do grupo
consistindo em ‘°F e '"F, compreendendo o passo de marcacio
do composto que se liga a amiloide em que pelo menos um dos
substituintes € um tri-alquil estanho, através da reacao do

composto com uma substdncia contendo °F ou F.

Uma concretizacadao adicional da presente invencao refere-se
a uma composicao farmacéutica para imagiologia in vivo de
depdsitos de amiloide, compreendendo (a) um composto que se
liga a amiloide da presente invencado e (b) um veiculo

farmaceuticamente aceitavel.

A invencdo permite um método in vivo para detetar depdsitos
de amiloide, que compreende as etapas de: (a) administrar
uma quantidade detetdvel de uma composicdo farmacéutica
compreendendo o composto que se liga a amiloide marcado, e
detetar a ligacgdao do composto ao depdsito de amiloide no
individuo. Num aspeto preferido desta concretizacdo, o
depdsito de amiloide estda localizado no cérebro de um
individuo. Num aspeto particularmente preferido desta
concretizacdao, o individuo é suspeito de possuir uma doenca
ou sindrome selecionada a partir do grupo consistindo em
Doenca de Alzheimer, Doenca familiar de Alzheimer, Sindrome
de Down e homozigotos para o alelo E4 da apolipoproteina.
Noutro aspeto particularmente preferido desta
concretizacdao, a detecdo & selecionada a partir do grupo
que consiste em imagiologia gama, imagiologia por
ressonédncia magnética e espetroscopia por ressonancia
magnética. Numa concretizacgao preferida do método, a
imagiologia gama é quer PET ou SPECT. Noutra concretizacgao
preferida do método, a composicao farmacéutica é
administrada por injegdo intravenosa. Noutra concretizacgao

preferida do método, a razao entre (i) a ligacdo do
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composto a uma Aarea cerebral diferente do rebelo e (ii) a
ligagdo do composto ao cerebelo, num individuo é comparada

com a razao num individuo normal.

Noutra concretizacdo do método, a detecadao dos depdsitos de
amiloide in vivo é utilizada no diagndstico da doenca de

Alzheimer.

A invencao também permite um método para detetar depdsitos
de amiloide em tecido humano ou animal de bidpsia ou post-—
mortem compreendendo as etapas de: (a) incubar tecido
fixado a formalina ou congelado recente com uma solucao de
um composto que se liga a amiloide da presente invencao
para formar um depdsito marcado e em seguida, (b) detetar
0s depdsitos marcados. Numa aspeto preferido desta
concretizacao, a solucdo & composta de 25-100% de etanol,
sendo o restante da solucdo 4&agua, em que a solucdo ¢é
saturada com um composto que se liga a amiloide de acordo
com a presente invengdo. Numa concretizagdo particularmente
preferida deste método, a solucao é composta por um tampao

aquoso (tal como tris ou fosfato) contendo 0-50% de etanol,

em que a solugado contém 00,0001 a 100 UM de um composto que
se liga a amiloide de acordo com a presente invencdo. Numa
concretizagao particularmente preferida do método, a
detecao é realizada por técnicas de microscopia
selecionadas a partir do grupo que consiste em microscopia
de campo claro, de fluorescéncia, a laser confocal, e por

polarizagao cruzada.

A invencgao permite adicionalmente um  método para
quantificar a quantidade de amiloide em tecido de bidpsia
ou post-mortem, dque compreende as etapas de: a) incubar um
derivado radiomarcado de um composto que se liga a amiloide

da presente invencao com um homogenado de tecido de bidpsia
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ou post-mortem, b) separar o tecido ligado do tecido néao
ligado ao derivado radiomarcado de um composto que se liga
a amiloide da presente invencdo, c¢) quantificar o tecido
ligado ao derivado radiomarcado de um composto que se liga
a amiloide da presente invencao, e d) converter as unidades
de tecido ligado ao derivado radiomarcado de um composto
que se liga a amiloide da presente invencgao em unidades de
microgramas de amiloide por 100 mg de tecido por comparacao

com um padrao.

A invencdo também permite um método para distinguir um
cérebro com doenca de Alzheimer de um cérebro normal
compreendendo as etapas de: a) obtencao de tecido de (i) o
cerebelo e (ii) noutra 4&rea do mesmo cérebro que nao o
cerebelo, de individuos normais e de individuos sob
suspeita de apresentarem a doenga de Alzheimer; b)
incubac¢do dos tecidos com um derivado radiomarcado de um
composto de tioflavina que se liga a amiloide de acordo com
a presente invencao de tal forma que o amiloide no tecido
se liga ao derivado de um composto que se liga a amiloide
da presente invencao; c¢) quantificacdao da quantidade de
amiloide ligado ao derivado radiomarcado de um composto que
se liga a amiloide da presente invencado de acordo com O
método descrito acima; d) cdlculo da razdo entre a
quantidade de amiloide na &rea do cérebro diferente do
cerebelo e a quantidade de amiloide no cerebelo; e)
comparacgao da razao para a quantidade de amiloide no tecido
de individuos normais com a razado para a dquantidade de
amiloide em tecido de individuos sob suspeita de
apresentarem doenca de Alzheimer; e f) determinacdo da
presenga da doenga de Alzheimer se a razao a partir do
cérebro de um individuo sob suspeita de possuir a doenca de
Alzheimer for acima de 90% das razdes obtidas a partir de

cérebros de individuos normais.
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Outra concretizacdo da presente invencdo refere-se a
compostos da presente invencdo gque sao uteis na ligacéao
especifica a depdsitos de amiloide em relagao aos

emaranhados neurofibrilares.

LA invencgao também permite um método de ligacado seletiva a
placas de amiloide mas ndao a emaranhados neurofibrilares in
vivo de tecido cerebral gque contenha ambos através da
administracdo de uma quantidade efetiva de um composto da
presente invencao de tal forma que a concentracdao sanguinea

do composto administrado permaneca abaixo de 10 nM in vivo.

Outra concretizacdo refere-se a utilizacdo de um composto
de Férmula I para a preparacao de um medicamento para o
diagnéstico da doenca de Alzheimer num paciente em sua

necessidade.

Outras concretizacgdes da invencao serao 6bvias para aqueles
peritos na técnica a partir da consideracao da
especificacdo e préatica da 1invencdo descritas aqui.
Pretende-se que a especificacdo seja considerada apenas
como exemplo, com o admbito e o espirito da invencdo sendo
indicados nas reivindicacdes gque se seguem. Adicionalmente,
todos os documentos a que se faz referéncia aqui séao

expressamente incorporados por citacao.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra as estruturas de uma Tioflavina S e de

uma Tioflavina T;

A Figura 2 mostra as estruturas de dois derivados de

Tioflavina de acordo com a invenc¢ao;
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LA Figura 3 mostra quatro secgdes em série de cdrtex frontal

cerebral corado por fluorescéncia de um paciente de AD;

A Figura 4 mostra locais propostos de ligacdo de Crisamina

G e Tioflavina T em fibrilos em placa B;

A Figura 5 mostra um ensaio de competicdo wutilizando
Crisamina G, Tioflavina S e Tioflavina T, e derivados da

presente invencdo (BTA-0, BTA-1 e BTA-2);

A Figura 6 mostra a radioatividade ao longo do tempo no
cértex frontal de babuinos injetados com BTA-1, 6-MeO-BTA-1

e 6-MeBTA- 1 marcados; e

A Figura 7 mostra uma imagem de tomografia por emissdo de
positrdo transversa de dois niveis de cérebro de babuino

apbés a injecdo de [N-metil-''C]BTA-1.

A Figura 8 mostra seccgdes post-mortem de cérebro humano e
de murganho transgénico marcadas com um derivado da

presente invengao (BTA-1).

A Figura 9 mostra a marcagao in vivo de placas amiloides e
amiloide wvascular com um derivado da presente invencao
(BTA-1) em murganhos transgénicos vivos observados por

microscopia multifotdnica.

LA Figura 10A mostra uma comparacao de dados de ligacao de
[°H] a homogenados de um cérebro de controlo, cérebro com
doenga de Alzheimer e cérebro com deméncia diferente da

doenca de Alzheimer.

A Figura 10B mostra a razdo de dados a partir de uma

comparacao do coértex frontal e cerebelo para cada cérebro
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individual num cérebro de controlo, cérebro com doenca de
Alzheimer e cérebro com deméncia diferente da doenca de

Alzheimer.

As Figuras 11A-F mostram a especificidade dos compostos da
invencdo para placas de amiloide em relacdo a emaranhados
neurofibrilares, em que A e B mostram o cértex entorinal, C
e D mostram o cdértex frontal e E e F mostram o cerebelo de

um cérebro de controlo em estdgio II de Braak.

A Figura 12 é uma tabela que exibe a ligacdo de [‘H]BTA-1 a
dreas especificas de um Cérebro de Controlo Braak II e um

Cérebro AD Braak VI (AD02).

A Figura 13 mostra uma representacdo de Scratchard da
ligacdo de [°H]BTA-1 a homogenados de substancia cinzenta
frontal de AD e destacando a substédncia branca do mesmo

cérebro com AD.

A Figura 14 mostra um auto-radiograma e uma micrografia
fluorescente que exibe a sobreposicdo da ligacdo de [I-
125]6-0OH-BTA-0-3'-1 a placas e amiloide cerebrovascular e
depdsitos de amiloide marcados pelo corante de amiloide, X-
34. Esquerda: auto-radiograma da ligacgcdao de [I-125]6-0OH-
BTA-0-3'-I a tecido recentemente congelado a partir de
cérebro com AD post-mortem. As d&reas escuras mostram a
localizagdo do [I-125]6-OH-BTA-0-3'-I e estao destacadas a
vermelho. A estrutura do [I-125]6-OH-BTA-0-3'-I é mostrada
na parte de baixo a esquerda. Direita: O mesmo fragmento de
tecido de cérebro com AD post-mortem marcado com O corante
de amiloide, X-34. As 4&reas claras indicam placas de
amiloide e amiloide cerebrovascular. Centro: Sobreposicao
do destagque em vermelho do auto-radiograma da esquerda com
a marcagado de X-34 mostrando uma correspondéncia de

aproximadamente 1:1 de ligacdo de [I-125]6-OH-BTA-0-3'-I as
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placas e ao amiloide cérebro-vascular. A barra representa

1000 pm.

A Figura 15 mostra as curvas de atividade - tempo da
penetracdo e libertacdo de radioatividade de trés regides
de cérebro de babuino apdés a injecao do Composto B(2-(3-

[BF]—fluoro—4—metilamino—fenil)—benzotiazol—6—ol).

A Figura 16 mostra as curvas de atividade - tempo da
penetracdao e libertacdo de radiocatividade a partir do
cerebelo de Dbabuino (regido de referéncia destituida de
ligacdao especifica) apdés a injecdo dos radioligandos
[carbonil-""CIWAY100635, [''C](+)-McN5652 e ['°Flaltanserina

em comparacao com o comportamento do composto B.

A Figura 17 mostra as curvas de atividade - tempo da
penetragdao e libertacdo de radioatividade a partir de trés
regides de cérebro de babuino apds a injecdo do composto C

(2-[4-(3-'°F-fluoro-propilamino) -fenil]benzotiazol-6-0l) .

A Figura 18 mostra as curvas de atividade - tempo da
penetracdao e libertacdo de radicatividade a partir do
cerebelo de Dbabuino (regido de referéncia destituida de
ligacao especifica) apdés a injecdo dos radioligandos
[carbonil-""CIWAY100635, [''C](+)-McN5652 e ['°Flaltanserina

em comparacao com o comportamento do composto C.

DESCRIGAO DETALHADA

L presente invencdo explora a capacidade dos compostos de

Tioflavina e seus derivados radiomarcados para atravessar a
barreira hematoencefdlica in vivo e de se ligarem a A

depositada em placas neuriticas (mas ndo difusas), a AP

depositada em amiloide cérebro-vascular, e ao amiloide
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consistindo na proteina depositada em ENF. Os presentes
compostos sdo derivados de amina nao quaternaria de
Tioflavina S e T que sao conhecidas como marcadoras de
amiloide em seccgdes de tecido e que se ligam a AP 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 invengao apresentam
cada um  as seguintes caracteristicas: (1) ligacao
especifica a AP sintética in vitro e (2) capacidade de
atravessar uma barreira hematoencefdlica ndo comprometida

in vivo.

Modelagdo Molecular

A modelacdo molecular foil realizada, utilizando o programa
de computador para modelacao Alchemy2000, um produto da
Tripost, 1Inc. (St. Louis, MO), para gerar as cadeias
peptidicas de AP na conformacdo em placa Dbeta anti-
paralela. Kirschner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. TUSA.
83:503 (1986). Os peptideos de amiloide foram colocados em
ansas em gancho, ver Hilbich et al., J. Mol. Biol. 218:149
(1991), e foram utilizados sem refinacdo estrutural
adicional. Os peptideos AP foram alinhados de tal forma que
as cadeias alternadas foram espacadas de 4,76 A entre si,
caracteristica dos fibrilos em placa beta. Kirschner,
supra. 0Os derivados de tioflavina T foram minimizados em

energia e alinhados com o modelo de fibrilo para maximizar

o contacto com Asp-23/Gln-15/His-13 de AP(1-42).
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Caracterizagdo de Ligagdo Especifica a Peptideo AP

Sintético: Afinidade, Cinética, Ligagdo Maxima

As caracteristicas do derivado de tiocflavina foram
analisadas utilizando-se AB(1-40) sintética e 2-(4'-["'C]
metilamino-fenil)-benzotiazol ( [N-metil-'C]BTA-1) em
solucdao salina tamponada com fosfato (pH 7,0) ou tampao de
glicina/etanol a 20% (pH 3,0), conforme descrito
previamente para a ligacdao de Crisamina G. Klunk et al.,

Neurobiol. Aging 15:691 (1994).

A sequéncia de aminodcidos para AP (1-40) é como se segue:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Asp | Ala | Glu |Phe |Arg |His |Asp |Ser |Gly |Tyr |Glu |Val

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

His | His | Gln |Lys |Leu |Val |Phe |Phe |Ala |[Glu |Asp |Val

25 | 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
Gly | Ser | Asn | Lys Gly | Ala Ile Ile | Gly Leu |Met |Val

37 | 38 39 40

Gly | Gly |Val |Val

"Algquilo" refere-se a um radical hidrocarboneto saturado de
cadeia linear ou ramificada. Os exemplos incluem, sem
limitagdo, metilo, etilo, propilo, iso-propilo, butilo,

iso-butilo, tert-butilo, n-pentilo e n-hexilo.

"Alcenilo" refere-se a um radical hidrocarboneto insaturado
de cadeia linear ou ramificada compreendendo pelo menos uma

ligagcdo dupla carbono-carbono. O0Os exemplos incluem, sem
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limitacdo, etenilo, propenilo, iso-propenilo, Dbutenilo,

iso-butenilo, tert-butenilo, n-pentenilo e n-hexenilo.

"Alcinilo" refere-se a um radical hidrocarboneto insaturado
de cadeia linear ou ramificada compreendendo pelo menos uma
ligagdo tripla carbono-carbono. Os exemplos incluem, sem
limitag¢ao, etinilo, ©propinilo, iso-propinilo, butinilo,

iso-butinilo, tert-butinilo, pentinilo e n-hexinilo.

"Alcoxi" refere—-se a um grupo alquilo ligado através de uma
ligagdo oxigénio. "Halogeno" refere-se a um radical fluoro,

cloro, bromo ou iodo.

"Quantidade efetiva" refere-se a quantidade requerida para
produzir um efeito desejado. Os exemplos de uma "quantidade
efetiva" incluem quantidades que possibilitam a imagiologia
de depdsito(s) de amiloide in vivo, que produzem niveis de
toxicidade e de Dbiodisponibilidade aceitdveis para uso
farmacéutico, e/ou previnem a degeneracdo celular e a

toxicidade associadas a formacado de fibrilo.

"Veiculo farmaceuticamente aceitdavel" refere-se a um
material, composicao ou veiculo farmaceuticamente
aceitavel, tal como um enchimento, diluente, excipiente ou
solvente liquido ou sdélido que encapsula o material,
envolvido no transporte do composto em questdo a partir de
um 6rgao, ou parte do corpo, para outro érgao ou parte do
corpo. Cada veiculo €& T"aceitdvel" no sentido de ser
compativel com o8 outros componentes da formulacdo e
adequado para utilizar com o paciente. O0Os exemplos de
materiais que podem servir como veiculo farmaceuticamente
aceitavel incluem sem limitacdo: (1) acucares, tais como
lactose, glicose e sacarose; (2) amidos, tais como amido de

milho e amido de batata; (3) celulose e seus derivados,
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tais como carboximetilcelulose sdédica, etilcelulose e
acetato de celulose; (4) tragacanta em pd; (5) malte; (6)
gelatina; (7) talco; (8) excipientes tais como manteiga de
cacau e ceras de supositdrio; (9) dbleos, tais como dleo de
amendoim, &leo de algodao, ¢éleo de girassol, &leo de
sésamo, azeite, 6leo de milho e 6leo de soja; (10) glicdis,
tais como propilenoglicol; (11) polidis, tais como
glicerina, sorbitol, manitol e ©polietilenoglicol; (12)
ésteres, tais como oleato de etilo e laureato de etilo;
(13) &gar; (l4) agentes tampdo, tais como hidrdéxido de
magnésio e hidréxido de aluminio; (15) &cido alginico; (16)
dgua 1senta de pirogénio; (17) solucdo salina isotdnica;
(18) solucdo de Ringer; (19) &lcool etilico; (20) solucdes
com pH tamponado; (21) poliésteres, policarbonatos e/ou
polianidridos; e (22) outras substéncias nao toéxicas
compativeis empregues em formulagdes farmacéuticas conforme
identificadas, por exemplo, em REMINGTON'S PHARMACEUTICAL
SCIENCES, 15" ed. (Mack Publishing Co., 1975), nas paginas
1405-1412 e 1461-1487, e THE NATIONAL FORMULARY XIV, 14"

ed. (American Pharmaceutical Association, 1975).

"Sal farmaceuticamente aceitdavel" refere-se a um sal de
dcido ou de base do composto da invencdao, que possul a
atividade farmacoldgica desejada e nado ¢é biologicamente
indesejdvel nem de qgualquer outra forma. O sal pode ser
formado com &cidos que incluem sem limitacgdo, acetato,
adipato, alginato, aspartato, benzoato, benzenossulfonato,
butirato bissulfato, citrato, canforato, canforsulfonato,
ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato,
etanossulfonato, fumarato, glucoheptanoato, glicerofosfato,
hemissulfato, heptanoato, hexanoato, hidroclorito
hidrobrometo, hidroiodeto, 2-hidroxietanosulfonato,
lactato, maleato, metanossulfonato, 2-naftalenossulfonato,
nicotinato, oxalato, tiocianato, tosilato e undecanoato. Os

exemplos de um sal de base incluem sem limitagdo, sais de



26

aménio, sais de metais alcalinos tais como sais de sdédio e
potédssio, sais de metais alcalino-terrosos tais como sais
de calcio e magnésio, sais com bases organicas tais como
sais de diciclohexilamina, N-metil-D-glucamina, e sais com
aminodcidos tais como arginina e lisina. Em algumas
concretizacdes, o0s grupos bédsicos que contém nitrogénio
podem ser quaternizados com agentes incluindo halogenetos
de algquilo inferiores tais como cloretos, brometos e
iodetos de metilo, etilo, propilo e butilo; sulfatos de
dialguilo tais como sulfatos de dimetilo, dietilo, dibutilo
e diamilo; halogenetos de cadeia longa tais como cloretos,
brometos e 1odetos de decilo, laurilo, miristilo e
estearilo; e halogenetos de aralguilo tais como brometos de

fenetilo.

"Pro-fadrmaco" refere-se a um derivado do composto da
invengao que sofre biotransformacdo, tal como metabolismo,
antes de exibir o(s) seu(s) efeito(s) farmacoldégico(s). O
pré-farmaco é formulado com o(s) objetivo(s) de melhorar a
estabilidade quimica, melhorar a aceitacao e a
condescendéncia do paciente, melhorar a biodisponibilidade,
prolongar a duracao da acao, aumentar a seletividade para o
6rgao, melhorar a formulacao (e.qg., melhorar a
hidrossolubilidade) e/ou reduzir os efeitos laterais (e.g.,
toxicidade). Um pré-farmaco pode ser facilmente preparado a
partir do composto da invengdao utilizando métodos
convencionais, tais como aqueles descritos em BURGER'S
MEDICINAL CHEMISTRY AND DRUG CHEMISTRY, ke ed., vol. 1
(1995), paginas 172-178 e 949-982.

"Animal" refere-se a um organismo vivo possuindo sensacao e
o poder de movimento voluntdrio, e que requer para a sua
existéncia oxigénio e alimento orgdnico. 0Os exemplos
incluem, sem limitacao, membros das espécies humana,

equina, suina, bovina, murina, canina e felina. No caso de
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um ser humano, um "animal" pode também ser referido como um

"ovaciente".

"Mamifero" refere-se a um animal vertebrado de sangue

quente.

"Tratamento" refere-se a:

(1) prevencao da ocorréncia de uma doenca, patologia ou
estado num animal gque poderd estar predisposto a doencga,
patologia ou estado, mas que nao foi ainda diagnosticado

como a apresentando;

(ii) inibicdo da doenca, patologia ou estado, 1i.e.,

interrupgdo de seu desenvolvimento; e/ou

(iii) alivio da doencga, patologia ou estado, i.e., provocar

a regressdo da doenca, patologia ou e/ou estado.

A ndo ser que o contexto claramente refira o contrdario, as
definicdes de termos no singular podem ser extrapoladas
para se aplicarem as suas contrapartes no plural conforme
aparecem no pedido; da mesma forma, as definicgdes dos
termos no plural podem ser extrapoladas para serem
aplicadas as suas contrapartes no singular conforme

aparecem no pedido.

COMPOSTOS

Esta invengdo providencia um composto radiomarcado de

férmula I
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ou um sal, hidrato, solvato ou pré-farmaco

farmaceuticamente aceitdvel do composto, em que:

R' & hidrogénio, -OH, -NO,, -CN, -COOOR, -OCH,0R, C,-Cg
alguilo, C;-Cg¢ alcenilo, C;-C¢ alcinilo, C:-C¢ alcoxi ou
halogeno, em que um ou mais dos dtomos de R' podera
ser um atomo radiomarcado;

R é (Ci;-C¢ alquilo, em que um ou mais dos &tomos de
carbono poderdo ser um dtomo radiomarcado;

R’ é um radiofluoro;

R’ é hidrogénio, C1-Ce¢ alquilo, C,-Ce¢ alcenilo ou Cy;—Ce
alcinilo; e

R* é hidrogénio, C;-Ce¢ alquilo, Cy-Ce¢ alcenilo ou Cy—Cs

alcinilo.

Exemplos de um carbono radiocativo incluem, sem limitacao,

e, Pc e 'C. Numa concretizacdo, R' é -OH.

Como indicado R? é um radiofluoro. Como um exemplo dos

compostos, R' é —-OH ou C;-C¢ alcoxi; R? é r; e R’ e R* sdo
independentemente hidrogénio ou Ci;-C¢ algquilo. Como outro

exemplo, R' é -OH; R’ & hidrogénio; e R* é —CH,.

Ainda noutra concretizacado, o0s compostos da invencao ligam-
se seletivamente a amiloide, particularmente a AP sintética
in vitro ou a AP depositada em placas neuriticas;

atravessam uma barreira hematoencefdlica ndo comprometida

in vivo; sdo biodisponiveis; e/ou ndo sao tdxicos.
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METODOS DE UTILIZACAO

Os compostos da invencgcdo podem ser utilizados ©para
determinar a presenca, localizacdo e/ou quantidade de um ou
mais depdsitos de amiloide num o6rgdo ou &rea corporal,

incluindo o cérebro, de um animal. O(s) depdsito(s) de

amiloide incluem, sem limitacdo, depdsitos de AP. Ao se
permitir que a sequéncia da deposicdao de amiloide no tempo
seja seguida, o composto da invencdo poderd adicionalmente
ser utilizado para correlacionar a deposicdo de amiloide
com o inicio de sintomas clinicos associados a doenca,
patologia ou estado. Os compostos da invencdo poderao em
Ultima andlise serem utilizados para, e para diagnosticar,
uma doenca, patologia ou estado caracterizado por deposicgao
de amiloide, tal como AD, AD familiar, sindrome de Down,
amiloidose, diabetes mellitus Tipo II, e homozigotos para ©

alelo E4 da apolipoproteina.

0O método desta invencadao determina a presenca e localizacao
de depdsitos de amiloide num o6rgdao ou &rea corporal, de
preferéncia o cérebro, de um paciente. O presente método
compreende a administracdo de uma quantidade detetavel de
uma composicdo farmacéutica contendo um composto que se
liga a amiloide da ©presente 1invencdao designado por
"composto detetdvel™ ou um seu sal soluvel em &gua
farmaceuticamente aceitdvel. Uma "quantidade detetavel”
significa que a quantidade do composto detetdvel que &
administrada ¢ suficiente para possibilitar a detecédo de
ligagdo do composto a amiloide. Uma "quantidade efetiva
para imagiologia"™ significa que a gquantidade do composto
detetdvel que é administrada € suficiente para possibilitar

a imagiologia da ligacdo do composto a amiloide.
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A invencdo emprega sondas de amiloide que, em conjuncao com
técnicas de neuroimagiologia nao 1invasivas, tais como
espectroscopia (MRS) ou imagiologia (MRI) de ressondncia
magnética, ou imagiologia gama tal como tomografia por
emissao de positrao (PET) ou tomografia computorizada por
emissao de fotao unico (SPECT), sdo utilizadas ©para
quantificar a deposicdo de amiloide in vivo. O termo
"imagiologia in vivo" refere-se a qualquer método que
permita a detecdo de um derivado de tioflavina marcado
conforme descrito aqui. Para imagiologia gama, a radiacao
emitida a partir do dérgdo ou &rea sendo examinada é medida
e expressa quer como ligacgao total ou como uma razao na
qual a ligacado total num tecido é normalizada (por exemplo,
dividida por) em relacdo a ligacgdo total noutro tecido do
mesmo individuo durante o mesmo procedimento de imagiologia
in vivo. A ligacgao total in vivo € definida como o sinal
completo detetado num tecido por uma técnica de imagiologia
in vivo sem a necessidade de correcado por uma segunda
injegdao de uma gquantidade idéntica de composto marcado
juntamente com um grande excesso de composto nao marcado,
mas de outra forma quimicamente idéntico. Um "individuo" é
um mamifero, preferencialmente um ser humano e, com mais
preferencialmente, um ser humano sob suspeita de apresentar

deméncia.

Para o0s propdsitos de imagiologia in vivo, o tipo de
instrumento de detecdo disponivel é um fator preponderante
na selecdo de um dado marcador. Por exemplo, o0s 1isdbétopos
radioativos e YF sdo particularmente adequados para a
imagiologia in wvivo nos métodos da presente invengdo. O
tipo de instrumento utilizado 1iréd orientar a selecgdo do
radionuclideo ou isdétopo estavel. Por exemplo, o
radionuclideo escolhido tem gue apresentar um tipo de

decaimento detetdvel por um dado tipo de instrumento. Outra
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consideracdo refere-se a meia-vida do radionuclideo. A
meia-vida deve ser suficientemente longa de tal forma que
ainda seja detetdvel no tempo da absorcgdo méaxima pelo alvo,
mas curta o suficiente de modo que o hospedeiro nao seja
submetido a radiacdo deletéria. Os compostos radiomarcados
da 1invencdo podem ser detetados wutilizando imagiologia
gama, em que a irradiacdao gama emitida com comprimento de
onda apropriado é detetada. 0Os métodos de imagiologia gama
incluem, mas nao estao limitados a, SPECT e PET.
Preferencialmente, para detecao por SPECT, o radiomarcador
escolhido ndo apresenta uma emissdo particulada, mas ira
produzir um grande numero de fotdes na gama de 140-200 keV.
Para a detecao por PET, o) radiomarcador sera um
radionuclideo emissor de positrdo tal como 'F que se ird
anular para formar dois raios gama de 511 keV que serao

detetados pela cémara PET.

Na presente invencao, 0s compostos que se ligam a
amiloide/sondas sdo obtidos para serem Utels para a
imagiologia in vivo e quantificacdao da deposicao de
amiloide. Estes compostos sdo para serem utilizados em
conjuncao com técnicas de neuroimagiologia nao invasivas
tais como espectroscopia (MRS) ou imagiologia de
ressonédncia magnética (MRI), tomografia por emissdo de
positrao (PET) e tomografia computorizada por emissdao de
fotdo Unico (SPECT). De acordo com esta invencgdo, oS
derivados de tioflavina podem ser marcados com °F ou °C
para MRS/MRI por técnicas gerais de quimica orgénica
conhecidas na técnica. Por exemplo, ver ADVANCED ORGANIC
CHEMISTRY; REACTION, MECHANISMS, AND STRUCTURE, 3% ed.
(1985), cujo conteudo & agui incorporado por citacadao. Os
derivados de tioflavina podem também ser radiomarcados com
¥g, ¢, Br, ou '*Br para PET por técnicas bem conhecidas
na técnica e sao descritas por Fowler, J. e Wolf, A. em

POSITRON EMISSION TOMOGRAPHY AND AUTORADIOGRAPHY 391-450
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(Raven Press, 1986), cujo conteudo ¢ aqui incorporado por
citacao. Os derivados de tioflavina podem ser também

radiomarcados com ‘%I

para SPECT por gqualquer uma das
vdrias técnicas conhecidas na técnica. Ver, e.g., Kulkarni,
Int. J. Rad. 2Appl. & Inst. (Parte B) 18:647 (1991), cujo
contetdo é incorporado aqui por citacdo. Adicionalmente, o0s
derivados de tioflavina poderdao também ser marcados com
qualquer isdétopo de iodo radiocativo adequado, tal como, mas

131 125
I

, I ou *#’1

ndao limitado a, , por iodacao de um derivado
amino diazotado diretamente através de um 1iodeto de
diazénio, ver Greenbaum, F. Am. J. Pharm. 108:17 (1936), ou
por conversdo de uma amina diazotada instdvel no triazeno
estdavel, ou por conversdo de um precursor halogenado nao
radioativo num derivado de trialquilestanho estavel que
pode entdo ser convertido no composto de iodo por varios
métodos Dbem conhecidos na técnica. Ver, Satyamurthy 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 derivado estavel de triazeno ou de tri-
alquil estanho de tioflavina ou seus andlogos € sujeito a

reacao com um agente de homogeneizacao contendo 1317 1257

123
I

4
, °Br, "Br, 'F ou F. Desta forma, os derivados de
tri-alquil estanho de tioflavina e seus andlogos sdo novos
precursores uUteis para a sintese de muitos dos compostos
radiomarcados da presente invencéo. Como tal, estes
derivados tri-alquil estanho sdo uma concretizagdo desta

invencao.

Os derivados de tioflavina poderadao também ser radiomarcados
com radiomarcadores metdlicos conhecidos, tais como

Tecnécio 99m (°"Tc). A modificacdo dos substituintes para
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introduzir ligandos que se liguem a tais 1id0es metalicos
pode ser realizada sem experimentagdo excessiva por um
perito comum na técnica de radiomarcagdo. O derivado de
tioflavina radiomarcado com metal pode entdao ser utilizado
para detetar os depdsitos de amiloide. A preparacdo de

99m

derivados radiomarcados de Tc é& bem conhecida na técnica.

Ver, por exemplo, Zhuang et al., "Neutral and
stereospecific Tc-99m complexes: [99mTc] N-benzyl-3,4-di-
(N-2-mercaptoetil) —amino-pyrrolidines (P-BAT) " Nuclear

Medicine & Biology 26(2):217-24, (1999); Oya et al., "Small
and neutral Tc(v)O BAT, bisaminoethanethiol (N2S2)
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).

Os métodos da presente invencao poderao utilizar isdtopos
detetdveis por espectroscopia por ressondncia magnética
nuclear com o propdsito de imagiologia e espectroscopia in
vivo. 0s elementos particularmente Uteis em espectroscopia

por ressondncia magnética incluem °F e °C.

Os radioisdétopos adequados para o8 propdsitos desta
invencao incluem emissores beta, emissores gama, emissores
de positrdes, e emissores de raios-X. Estes radioisdtopos
incluem 1, #°1 ®r !¢, Br, e "*Br. Os isdétopos estdveis
adequados para utilizar em Imagiologia por Ressonancia
Magnética (MRI) ou Espectroscopia por Ressonédncia Magnética
(MRS), de acordo com esta invencdo, incluem °F e °C. Os
radioisdétopos adequados para quantificacdo in vitro de
amiloide em homogenados de bidpsia ou tecido post-mortem

125
I

incluem , ‘“Cc, e °H. Os radiomarcadores preferidos séao

¢ ou 'F para utilizar em imagiologia PET in vivo, *°I
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para uso em imagiologia SPCT, '"F para MRS/MRI, e °H ou '‘C
para estudos 1in vitro. No entanto, pode ser utilizado
qualgquer método convencional para a visualizar sondas de

diagnéstico de acordo com esta invencéao.

De acordo com o aspeto da invencao que se relaciona com um
método de detetar depdsitos de amiloide em tecido de
bidépsia ou post-mortem, o método envolve incubar de tecido
fixado em formalina com uma solucdo de um composto de
tioflavina que se liga a amiloide da presente invencéao.
Preferencialmente, a solucdo € etanol 25-100%, (sendo o
restante &gua), saturada com um composto de tioflavina
ligante de amiloide de acordo com a presente invencao.
Através de incubacdo, o composto marca ou rotula o depdsito
de amiloide no tecido e o depdsito marcado ou rotulado pode
ser detetado ou visualizado por qualquer método padrdo. Tal
detecao inclui técnicas de microscopia tais como
microscopia de campo claro, de fluorescéncia, a laser

confocal e de polarizacao cruzada.

O método de quantificacdo da quantidade de amiloide e
tecido de bidpsia ou post-mortem envolve a incubacdao de um
derivado marcado de tioflavina de acordo com a presente
invencdao, ou um seu sal soluvel em &agua nao toéxico. O
tecido é obtido e homogeneizado por métodos bem conhecidos

na técnica. O marcador preferido & um radiomarcado, embora

outros marcadores tais como enzimas, compostos
quimioluminecentes e imunofluorescentes sejam bem
conhecidos de um perito na técnica. O radiomarcador

1217, 'C ou °H que estd contido num substituinte

preferido é
de um dos compostos substituidos das presentes férmulas
descritas aqui. O tecido contendo os depdsitos de amiloide
ird 1ligar-se aos derivados marcados dos compostos de
tioflavina que se ligam a amiloide da presente invencgado. O

tecido ligado ¢é entdo separado do tecido nao ligado por
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qualgquer mecanismo conhecido de um perito na técnica, tal
como filtracdo. O tecido ligado pode entao ser quantificado
através de quaisquer meios conhecidos de um perito na
técnica. As unidades de derivado de tioflavina radiomarcado
ligado ao tecido s&o entadao convertidas em unidades de
microgramas de amiloide por 100 mg de tecido por comparacao
com uma curva padrdo gerada por incubacadao de quantidades
conhecidas de amiloide com o derivado de tioflavina

radiomarcado.

0O método para se distinguir um cérebro com doenga de
Alzheimer de um cérebro normal envolve a obtencdo de tecido
de (a) o cerebelo e (b) de outra &area do mesmo cérebro,
diferente do cerebelo, a partir de individuos normais e de
individuos sob suspeita de apresentarem a doenca de
Alzheimer. Esses tecidos sao convertidos em homogenados
separados utilizando métodos bem conhecidos de um perito na
técnica, e sao seguidamente incubados com um composto de
tioflavina ligante de amiloide radiomarcado. A gquantidade
de tecido que se liga ao composto de tioflavina que se liga
a amiloide radiomarcado é entdo calculada para cada tipo de
tecido (por exemplo, cerebelo, nao cerebelo, normal,
anormal) e ¢é calculada a razao de 1ligagcao a tecido
diferente de cerebelo para tecido de cerebelo para tecido
de pacientes normais e tecido de pacientes sob suspeita de
apresentarem a doenga de Alzheimer. Estas razdes sao em
seguida comparadas. Se a razao do cérebro sob suspeita de
apresentar doenca de Alzheimer estiver acima de 90% das
razdes obtidas a partir de cérebros normais, €& feito o
diagnéstico da doenga de Alzheimer. As razdes normais podem
ser obtidas a partir de dados obtidos previamente ou
alternativamente podem ser recalculados ao mesmo tempo que

o0 cérebro sob suspeita €& estudado.
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A capacidade dos ©presentes compostos para se ligarem
especificamente a emaranhados neurofibrilares em relacao a
placas de amiloide é particularmente verdadeira a
concentracdes inferiores a 10 nM, o que inclui a gama de
concentracao in vivo de vestigios radioldgicos de PET. A
estas concentracgdes baixas, que contém apenas emaranhados e
nao contém placas, nao ocorre ligacdo significativa quando
comparada com tecido cerebral de controlo nao contendo
placas ou emaranhados. No entanto, a incubacao dos
homogenados de tecido cerebral que contém principalmente
placas e alguns emaranhados com compostos radiomarcados da
férmula descrita aqui, resulta num aumento significativo na
ligagcdo gquando comparada com tecido cerebral de controlo
sem placas ou emaranhados. Este dado sugere a vantagem de
que estes compostos sdo especificos para depdsitos de AP a
concentracdes inferiores a 10 nM. Estas baixas
concentracdes sao detetdveis em estudos PET, tornando
possivel a detecédo por PET utilizando compostos
radiomarcados das formulas descritas aqui que sao

especificos para depdsitos de AP. A utilizacdo de tais

compostos permite a detecido por PET em depdsitos de AP tais
como aqueles encontrados em placas e amiloide
cerebrovascular. Uma vez que foi reportado que os niveis de
AB no cértex frontal sdo aumentados antes da formagdo de
emaranhados, isto sugere que o0s compostos radiomarcados da
presente invencado, utilizados como pesquisadores por PET,
serdo especificos para as alteracdes iniciais em cdértex de

AD. Naslund et al., JAMA 283:1571 (2000).

Método de Detetar Depdsitos de Amiloide In Vivo

Esta invencdo providencia adicionalmente um método para

detetar depdsito(s) de amiloide in vivo, compreendendo:
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(1) administragdo a um animal de uma quantidade
efetiva de um composto da invencao, em que o composto
se 1ira ligar a qualquer (quaisquer) depdsito(s) de
amiloide no animal; e

(i1) detecado da ligacao do composto ao(s) depdsito(s)

de amiloide no animal.

Apds ter passado um tempo suficiente para o composto se
ligar ao(s) depdsito(s) de amiloide, por exemplo, 30
minutos a 48 horas apdés a administracdo, a ligacdo podera
ser detetada por quaisquer meios conhecidos na técnica. Os
exemplos de meios de detecdo incluem, sem limitacao,
ensaios (tals como ensaios i1munométricos, calorimétricos,
densiométricos, espetrograficos e cromatograficos),
técnicas de neuroimagiologia nao invasiva (tais como
espectroscopia por ressondncia magnética (MRS), imagiologia
por ressonadncia magnética (MRI), e técnicas de imagiologia
gama tais como tomografia computorizada por emissdo de
fotdo uUnico (SPECT) e tomografia por emissdo de positrao
(PET)). Para a 1imagiologia gama, a radiacdao emitida a
partir do érgdo ou drea sendo examinada ¢ medida e expressa
quer como ligacdo total ou como uma razao na qual a ligacao
total num tecido € normalizada (por exemplo, dividida)
relativamente a ligacdo total noutro tecido do mesmo
individuo durante o mesmo procedimento de imagiologia 1in
vivo. A ligagao total in vivo é definida como sendo o sinal
detetado completo num tecido por uma técnica de imagiologia
in vivo sem a necessidade de correcdo por uma segunda
injecdo de uma quantidade idéntica do composto marcado
juntamente com um grande excesso de composto ndo marcado,

mas de outra forma guimicamente idéntico.

O tipo de instrumento de detecdo disponivel pode ser um
fator na selecao do isdétopo radiocativo de halogéneo ou de

carbono. Por exemplo, o radioisétopo selecionado deve
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apresentar um tipo de decaimento gque seja detetdvel por um
dado 1instrumento. Outra consideracao relaciona-se com a
meia-vida do radioisdétopo. A meia-vida deve ser
suficientemente longa para que o radioisdétopo ainda seja
detetdvel ao tempo da absorgdo maxima pelo alvo, mas curta
o suficiente de tal forma que o hospedeiro nao seja
submetido a radiacado deletéria. Para a detecdo por SPECT, o
radioisdétopo selecionado pode nao apresentar emissao
particulada, mas pode produzir um grande numero de fotdes
na gama de 140-200 keV. Para a detecao por PET, o
radioisdétopo selecionado pode ser um radioisdtopo emissor
de positrdo, que se anula para formar dois raios gama de

511 keV, detetdveis por uma cémara PET.

Os radioisétopos uUteis incluem, sem limitacdo: '2°I, C, e
°H para quantificacdo de amiloide in vitro em homogenados
de tecido de Dbidpsia ou post-mortem; ‘‘C e F para

1231 para imagiologia SPECT; '°F

imagiologia PET in vivo;
3 14 . . 18 13
para MRS/MRI; “H ou ~'C para estudos in vitro; e °F e ~°C
para espectroscopia por ressonédncia magnética. Numa
concretizacgao, a detecgdo ¢é realizada por imagiologia gama,
imagiologia por ressondncia magnética ou espectroscopia por

ressonédncia magnética. Noutra concretizacgdo, a imagiologia

gama é PET ou SPECT.

O composto da invencgao pode ser administrado por gquaisquer
meios conhecidos d um perito comum na técnica. Por exemplo,
a administracdo ao animal pode ser local ou sistémica e
obtida oralmente, parentericamente, por inalacao de
aerossol, topicamente, rectalmente, nasalmente, bucalmente,
vaginalmente, ou através de um reservatdrio implantado. O
termo "parenteral" conforme utilizado aqui inclui técnicas
de injecdo e infusdo subcutédnea, intravenosa, intra-

arterial, intramuscular, intraperitoneal, intratecal,
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intraventricular, intracisternal, intracraniana, e
intradssea. O protocolo de administracdo exato ird wvariar
dependendo de varios fatores incluindo a idade, peso
corporal, saude geral, sexo e dieta do paciente; a
determinacdo dos procedimentos de administracdo especificos

serd de rotina para um perito comum na técnica.

Os niveis de dosagem da ordem de cerca de 0,001 upg/kg/dia
até cerca de 10000 mg/kg/dia de um composto da invencdo séo

Uteis para os métodos da invencdo. Numa concretizacdo, o
nivel de dosagem é de cerca de 0,001 Mg/kg/dia até cerca de
10 ug/kg/dia. Noutra concretizagdo, o nivel de dosagem € de

cerca de 0,01 udg/kg/dia a cerca de 1,0 Ug/kg/dia. Ainda
noutra concretizacdo, o nivel de dosagem é de cerca de 0,1

mg/kg/dia a cerca de 100 mg/kg/dia.

0O nivel de dosagem especifico para qualquer paciente em
particular ird wvariar dependendo de varios fatores,
incluindo a atividade e a possivel toxicidade do composto
egspecifico empregue; da idade, peso corporal, saude geral,
sexo e dieta do paciente; do tempo de administracado; da
taxa de excrecdo; da combinacdo de farmacos; e da forma de
administracao. Tipicamente, resultados de dosagem - efeito
in vitro providenciam orientacdo util para as doses
adequadas para a administracdao ao paciente. Os estudos em
modelos animais sdo também Uteis. As consideracdes para se
determinar o8 niveis de dosagem apropriados sdo bem

conhecidas na técnica e da competéncia de clinico comum.

Qualguer regime de administracdo conhecido para regular o
tempo e a sequéncia da libertacdo do farmaco pode ser
utilizado e repetido conforme necessdrio para se efetuar o

tratamento com os métodos da invencdo. O regime podera
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incluir o pré-tratamento e/ou coadministragdo com agente(s)

terapéutico(s) adicional(is).

Numa concretizacao, 0s compostos da invencgao sao
administrados a um animal que estd sob suspeita de
apresentar ou sob o risco de desenvolver uma doenga,
patologia ou estado caracterizado pela deposicdo de
amiloide. Por exemplo, o animal pode ser um ser humano

idoso.

Noutra concretizacdo, os compostos da invencadao ligam-se a
AP com uma constante de dissociacdo (Kp) de cerca de 0,0001
UM a cerca de 10,0 uM quando medida pela ligagdo a peptideo

AR sintético ou tecido cerebral com AD.

Método para Detetar Depdsito(s) de Amiloide In Vitro

Esta invencdo providencia adicionalmente um método para

detetar depdsito(s) de amiloide in vitro compreendendo:

(i) o contacto de um tecido corporal com uma
quantidade efetiva de um composto da invencdo, em que
o0 composto se liga a quaisquer depdsito(s) de amiloide
no tecido; e

(ii) detecdo da ligacdo do composto ao(s) depdsito(s)

de amiloide no tecido.

A ligagao pode ser detetada por gquaisgquer meios conhecidos
na técnica. Os exemplos de meios de detecdao incluem, sem
limitacdo, técnicas de microscopia, tais como microscopia
de campo claro, de fluorescéncia, a laser confocal e de

polarizacgdo cruzada.
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Numa concretizacdo, o tecido é tecido de bidpsia ou tecido
post-mortem que ¢é fixado em formalina ou recentemente
congelado. Noutra concretizacadao, o tecido € homogeneizado.
Ainda noutra concretizacadao, o composto da invencdo esta
numa solugdao que compreende adicionalmente 25-99% de
etanol, sendo o restante da solucdo &gua. Ainda noutra
concretizacgdo, a solugdo compreende adicionalmente 0-50% de
etanol e de 0,0001 a 100 uM do composto. Ainda noutra
concretizacdao, o método compreende adicionalmente (iii) a
separacao do(s) depdsito(s) de amiloide ligado(s) ao
composto do tecido; e (iv) a quantificacdo do(s)
depdsito(s) de amiloide ligado(s) ao composto da invencao.
O(s) depdsito(s) de amiloide ligado(s) pode (m) ser
separado(s) do tecido por qualquer meio conhecido na
técnica, tal como a filtracado. A gquantidade de depdsito(s)
de amiloide ligado(s) pode ser convertida em unidades de Ug
de depébsito(s) de amiloide por 100 mg de tecido por
comparagao com uma curva padrdao gerada por incubacao de
quantidades conhecidas de amiloide com o composto da
invencdo ou seu sal, hidrato, solvato ou pro-farmaco

farmaceuticamente aceitavel.

Método para Distinguir o Cérebro com Doenca de Alzheimer do

Cérebro Normal

Esta invencdo providencia adicionalmente um método para
distinguir um cérebro doente de Alzheimer de um cérebro

normal compreendendo:

(1) obtencao de tecidos a partir de (a) cerebelo e (b)
de outra &drea do mesmo cérebro, de um animal normal e
de um animal sob suspeita de apresentar doencga de
Alzheimer;

(ii) contacto dos tecidos com um composto da invencdo;
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(iii) gquantificacdo da amiloide 1ligada ao composto;
(iv) cdlculo da razdo da guantidade de amiloide na
drea do cérebro diferente do <cerebelo para a
quantidade de amiloide no cerebelo;

(v) comparagao da razado para um animal normal com a
razdo para um animal sob suspeita de apresentar a

doenca de Alzheimer.

Pode ser realizado um diagndéstico da doenca de Alzheimer se
a razao para um animal sob suspeita de apresentar a doenga
de Alzheimer for, por exemplo, acima de 90% da razao para
um animal normal. Para este método, um animal "normal" € um

que nao sofre da doenca de Alzheimer.

COMPOSICAO FARMACEUTICA

Esta invengado providencia adicionalmente wuma composigao

farmacéutica compreendendo:

(i) uma qguantidade efetiva de pelo menos um composto
da invencdo; e

(11) um veiculo farmaceuticamente aceitdvel.

A composicdao poderd compreender um ou mais componentes
farmaceuticamente aceitdveis, incluindo, sem limitacdo, um

ou mais agentes de humidificacdo, agentes tampao, agentes

de suspensao, agente (s) de lubrificacao, agente(s)
emulsionante(s), absorvente(s), conservante (s),
tensiocativo(s), corante(s), aromatizante(s), adocante(s) e

terapéutico(s).

A composicao poderd ser formulada na forma sdélida, liquida,
de gel ou suspensao para: (1) administracdo oral como, por
exemplo, um produto para embeber (solugcdao ou suspensao

aquosa ou nao aquosa), comprimido (por exemplo, direcionado
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para absorcao bucal, sublingual ou sistémica), bolo, pé,
gradnulo, ©pasta para aplicacdo na lingua, céapsula de
gelatina dura, cédpsula de gelatina mole, pulverizador
bucal, emulsao e micro-emulsao; (2) administracao
parentérica por injecao subcuténea, intramuscular,
intravenosa ou epidural como, por exemplo, uma solucgao
estéril, suspensdo ou formulacado de libertacado retardada;
(3) aplicacado tépica como, por exemplo, um creme, unguento,
emplastro de libertacdo controlada ou aerossol aplicado a
pele; (4) administracdo intra-vaginal ou intra-rectal como,
por exemplo, um o6vulo, creme ou espuma; (5) administracéao
sublingual; (6) administracdao ocular; (7) administracéo

transdérmica; ou (8) administracdo nasal.

Numa concretizacao, a composicao é formulada para
administrag¢do intravenosa e o veiculo inclui um fluido e/ou
um repositor nutricional. Noutra concretizacgao, a
composicdo é capaz de se ligar especificamente a amiloide
in vivo, é capaz de atravessar a barreira hematoencefdlica,
ndo é tdéxica nos niveis de dosagem apropriados e/ou tem uma
duracédo de efeito satisfatdéria. Ainda noutra concretizacgao,
a composicdao compreende cerca de 10 mg de albumina de soro
humano e de cerca de 0,5 a 500 mg do composto da invencao

por mililitro de tampao fosfato contendo NaCl.

Os exemplos seguintes sdo providenciados para ilustrar a
presente invencao. Deve ser entendido, contudo, gque a
invengcdo nédo estd limitada as condigdes ou detalhes
especificos descritos nos exemplos. Em toda a
especificacao, quaisquer e todas as referéncias a um
documento disponivel publicamente, incluindo as patentes U.
S., sdao incorporadas especificamente neste pedido de

patente por citacéo.
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EXEMPLOS

Todos 0s reagentes utilizados na sintese foram adguiridos a
partir da Aldrich Chemical Company e utilizados sem
purificacdo adicional, salvo indicagdo em contrario. Os
pontos de fusao foram determinados num Mel-TEMP II e nao
foram corrigidos. Os espetros de 'H RMN de todos os
compostos foram medidos num Bruker 300 utilizando TMS como
referéncia interna e estavam de acordo com as estruturas
atribuidas. A TLC foi realizada wutilizando silica gel 60
F,54 da EM Sciences e detetada sob uma lémpada de UV. A
cromatografia flash foi realizada em silica gel 60 (230-400
mesh. Adguirida a Mallinckrodt Company). A TLC em fase

reversa fol adquirida a Whiteman Company.

Metodologia geral para a sintese do composto de Férmula I:

1 by ) _—

R' & hidrogénio, -0H, -NO,, -CN, —COOOR, —-0CH,0R, C1-Ce¢
alquilo, C;-C¢ alcenilo, C;-C¢ alcinilo, C;-C¢ alcoxi ou
halogeno, em que um ou mais dos atomos de R* poderao ser um
dtomo radiomarcado;

R & C,;-C4 alquilo, em gue um ou mais dos atomos de carbono
poderdo ser um atomo radiomarcado;

¢ hidrolisado por um dos dois procedimentos seguintes:

Preparagado de 2-—aminotiofenol por hidrélise:

0O 2-aminobenxotiazole 6-substituido (172 mmol) € suspenso
em KOH 50% (180 g de KOH dissolvidos em 180 mL de &agua) e
etilenoglicol (40 mL). A suspensao ¢ aquecida ao refluxo

durante 48 horas. ©No arrefecimento até a temperatura
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ambiente, € adicionado tolueno (300 mL) e a mistura
reacional € neutralizada com acido acético (180 mL). A fase
organica € separada e a fase aquosa é extraida com mais 200
mlL. de tolueno. As fases de tolueno sao combinadas e lavadas
com &gua e secas sobre MgSO,. A evaporacdo do solvente

origina o produto desejado.

Preparacgao de 2-aminotiofenol por hidrazindlise

O benzotiazole 6-substituido (6,7 mmol) €& suspenso em
etanol (11 mL, anidro) e € adicionada hidrazina (2,4 mL)
sob atmosfera de nitrogénio a temperatura ambiente. A
mistura reacional ¢é aquecida ao refluxo durante 1 hora. O
solvente é evaporado e o residuo é dissolvido em &agua (10
mL) e ajustado a um pH de 5 com 4&cido acético. O
precipitado € recolhido por filtracdo e lavado com &gua

para originar o produto desejado.

0 2—-amino-l1-tiofenol substituido na posicdo 5 resultante da

forma

R‘!
i S
§
]
i
Z MNH,

é acoplado a um &cido benzoico da forma
RZ

— NRSRd

HO

em que R? é hidrogénio, e R’ e R! sdo independentemente
hidrogénio C;-C¢ alquilo, C;-Cg¢ alcenilo, ou C,-C¢ alcinilo,

através da reacao seguinte:
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Uma mistura do 2-aminotiofenol 5-substituido (4,0 mmol), do
dcido benzoico (4,0 mmol), e &cido polifosférico (PPA) (10
g) €& agquecida até 220 °C durante 4 horas. A mistura
reacional ¢é arrefecida até a temperatura ambiente e
colocada numa solucdo de carbonato de potdssio a 10% (~ 400
mL). O precipitado é recolhido por filtracdao sob presséao
reduzida para originar o produto desejado, o gual pode ser
purificado por cromatografia flash ou recristalizacgao.

O hidrogénio de R?

pode ser substituido com um grupo
halogeno nao radicativo ou um halogeno radioativo através

da reacdo seguinte:

A uma solucgao do 2—(4'-aminofenil) -benzotiazole
substituido na posicdo 6 (1 mg) em 250 UL de Aacido
acético num frasco selado sdao adicionados 40 UL de uma
solugdo de cloramina-T (28 mg dissolvidos em 500 uL de
dcido acético) seguido por 27 UL (ca. 5 mCi) de
[*°T]iodeto de sédio (atividade especifica 2,175
Ci/mmol). A mistura reacional € agitada a temperatura
ambiente durante 2,5 horas e extinta com uma solucgéo
saturada de hidrogenossulfito de sdédio. Apds diluicéao
com 20 mL de &agua, a mistura reacional é carregada em
C8 Plus SepPak e eluida com 2 mL de metanol.
Dependendo da natureza do substituinte na posicéao 6,
poderd ser necessdrio empregar grupos protetores. Por
exemplo, o grupo 6-hidroxi é protegido como o derivado
metanossulfonilo (mesiloxi). Para desprotecdo do grupo
metanossulfonilo, sdo adicionados 0,5 mL de NaOH 1 M a
solucdo eluida do intermedidrio radioiodado. A mistura

¢ aquecida a 50 °C durante 2 horas. Apds ser extinta
por 500 UL de acido acético 1 M, a mistura reacional ¢é

diluida com 40 mL de &dgua e carregada numa SepPak Plus

C8. 0 produto radioiodado, apresentando uma
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radicatividade de aproximadamente 3 mCi, € eluido da

SepPak com 2 mL de metanocl. A solugado é condensada por

uma corrente de nitrogénio até 300 UL e o produto
bruto € purificado por HPLC numa coluna ODS Phenomenex
(tampao MeCN/TEA, 35:65, pH 7,5, caudal 0,5 mL/minuto
até 4 minutos, 1,0 mL/minuto aos 4-5 minutos, e 2,0
mL/minuto apds 6 minutos, tempo de retencdo 23,6). As
fragcdes recolhidas sdo carregadas numa SepPak Plus C8.
A eluicdo com 1 mL de etanol originou aproximadamente

1 mCi do produto radioiodado final.

Quando um ou ambos R’ e R* sdo hidrogénio, seguidamente R’ e
R® podem ser convertidos a C:-C¢ alquilo, C;-Ce¢ alcenilo ou
C,-C¢ alcinilo por reacgao com um halogeneto de alquilo,

alcenilo ou alcinilo sob as condig¢des seguintes:

Para dialguilacao: A uma solucdo do 2-(4'-aminofenil)-
benzotiazole 6-substituido (0,59 mmol) em DMSO (anidro, 2
mL) € adicionado halogeneto de alquilo, alcenilo ou
alcinilo (2,09 mmol), e K,CO3 (500 mg, 3,75 mmol). A
mistura reacional ¢é aquecida a 140 °C durante 16 horas.
Apds arrefecimento até a temperatura ambiente, a mistura
reacional é deitada em Agua e extraida com acetato de etilo
(3 x 10 mL). As fases orgénicas sdo combinadas e o solvente
é evaporado. O residuo €& purificado por coluna flash para
originar o (dimetilminofenil)-benzotiazole 6-substituido

desejado.

Por monoalguilacdao: A uma solucdo de 2-(4'-aminofenil)-
benzotiazole 6-substituido (0,013 mmol) em DMSO (anidro,
0,5 mL) €& adicionado halogeneto de algquilo, alcenilo ou
alcinilo (0,027 mmol), e K,;CO; anidro (100 mg, 0,75 mmol).
A mistura reacional é aquecida a 100 °C durante 16 horas.

Apds arrefecimento até a temperatura ambiente, a mistura
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reacional é purificada diretamente por TLC preparativa em
fase normal para originar 0s derivados de 2—(4"-
metilminofenil)-benzotiazole 6-substituidos desejados.

Quando R? é hidrogénio ou um halogeno ndo radioativo, R* é
C1-C¢ alquilo, C;-C¢ alcenilo ou C;-C¢ alcinilo, em que o
algquilo, alcenilo ou alcinilo compreende um &tomo de
carbono radioativo ou € substituido com um halogeno
radicativo, o composto pode ser sintetizado por uma das

sequéncias seguintes:

Por incorporagdo de carbono radioativo:

Aproximadamente 1 Ci de diéxido de [''C]carbono é produzido
utilizando-se um ciclotrdo de ido negativo CTI/Siemens RDS
112 por irradiacdo de alvo um gds de nitrogénio (**Ny)
contendo 1% de oxigénio gasoso com uma corrente de feixe de
40 HA de protdes de 11 MeV por 60 minutos. O didxido de
["Clcarbono ¢é convertido em iodeto de [''Clmetilo por
reacao deste com uma solucgao saturada de hidreto de
aluminio 1litio em THF seguido pela adicdo de 4&cido
iodidrico a temperatura de refluxo para gerar o iodeto de
['Clmetilo. O iodeto de ["'Clmetilo ¢é carregado numa
corrente de nitrogénio gasoso para um vaso reacional

contendo o precursor para radiomarcacdo. O precursor, 2-
(4'-aminofenil)-benzotiazole 6-substituido (~3,7 uUmoles),

é dissolvido em 400 UL de DMSO. E adicionado KOH anidro (10
mg), e o frasco V de 3 mL é sujeito a vdértice durante 5
minutos. O iodeto de [''Clmetilo sem veiculo adicionado é
borbulhado através da solugdo a 30 mL/minuto a temperatura
ambiente. A reacdo ¢é aquecida durante 5 minutos a 95 °C
usando um banho de &éleo. O produto reacional é purificado
por HPLC semi-preparativa usando uma coluna ODS-Prep

Prodigy eluida com acetonitrilo a 60%/tampdo fosfato de
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trietilamonio a 40% pH 7,2 (fluxo a 5 mL/minuto durante 0-7
minutos aumentado seguidamente para 15 mL/minuto durante 7-
30 minutos) . A fracao contendo 2—(4'-aminofenil) -
benzotiazole [N-metil-'C] 6-substituido (cerca de 15
minutos) € recolhida e diluida com 50 mL de &gua e eluida
através de um cartucho de SepPak Plus Cl18 da Waters. O C18
SepPak é lavado com 10 mL de agua, e o produto é eluido com
1 mL de etanol (absoluto) num frasco estéril seguido por 14
mlL. de solucdo salina. As purezas radioquimica e gquimica séao
> 95% como determinado por HPLC analitica (k'=4,4
utilizando a coluna analitica Prodigy ODS(3) eluida com
65/35 de acetonitrilo/tampdo fosfato de trietilaménio pH
7,2). Média de 17% de rendimento radioquimico a EOS com
base em iodeto de ["'Clmetilo, e média cerca de 160
GBg/MUmol (4,3 Ci/umol) de atividade especifica ao final da

sintese.

Para incorporagdo de halogéneo radioativo:

R -8 —— 1. B KW i R > ,S ......
7 . Br{CH: )y OTHP/NaH N N
RN - 2. THF/ACOH/HO SN Y H

R=H, OMOM R=H, OMOM
R~ e
1, {(Bocl,O/ELN \L/l SH"“\_N/\AOTS 1. [FIFK-Kags
R e ‘N/’ \\\..6// H 2o
2. TSCHELN 2. HOVEIOH
Re=H, OMOM
R # 'S\ - NN,
RezH, OH

Uma mistura de 2-(4'-aminofenil)-benzotiazole 6-substituido
(poderdo ser necessarios grupos protetores dependendo da
natureza do 6-substituinte como indicado acima) (0,22
mmol), NaH (4,2 mmol) e 2-(3-bromopropoxi)tetrahidro-2-H-
pirano (0,22 mmol) em THF (8 mL) € aquecida ao refluxo

durante 23 horas. O solvente é removido por destilacdao e o
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residuo € dissolvido em acetato de etilo e &agua, a fase
orgédnica € separada e a fase agquosa € extraida com acetato
de etilo (10 mL x 6). A fase orgadnica € combinada e seca
sobre MgSO, e evaporada até a secura. Ao residuo é
adicionado uma solucdo de AcOH/THF/H,O (5 mL, 4/2/1) e
aquecido até 100 °C durante 4 horas. O solvente é removido
por evaporagao e o residuo é dissolvido em acetato de etilo
(~10 mL) lavado com uma solucao de NaHCO;, seco sobre MgSO4
e evaporado até a secura para originar um residuo que é
purificado por TLC preparativa (hexano:acetato de etilo =
60:40) para originar o 2-(4'-(3"-hidroxipropil-amino)-

fenil)-benzotiazole 6-substituido (45%).

A uma solucao de 2-(4'-(3"-hidroxipropilamino) -
fenil)benzotiazole 6-substituido (0,052 mmol) e EtsN (0,5
mL) dissolvido em acetona (5 mL) é adicionado (Boc)z20 (50
mg, 0,22 mmol). A mistura reacional é agitada a temperatura
ambiente durante 6 horas seguida pela adicdo de cloreto de
tosilo (20 mg, 0,11 mmol). A mistura reacional é agitada a
temperatura ambiente durante outras 24 horas. O solvente é
removido e o residuo ¢é dissolvido em acetato de etilo (10
mL), lavado com uma solucao de NaCOs, seco sobre MgSO4,

evaporado, e purificado em coluna flash (hexano/acetato de

etilo=4/1) para originar o 2—(4"= (3"~
toluenossulfonoxipropilamino)-fenil)-benzotiazole 6-
substituido desejado (13%) . Este 2—(4'—(3"-
toluenossulfonoxipropil—-amino)-fenil)benzotiazole 6-
substituido ¢ seguidamente radioflurinado por métodos

comuns como se segue:

Um alvo ciclotrdo contendo 0,35 mL de agua enriquecida
com [0-18] é dirradiado com protdes de 11 MeV a uma
corrente de feixe de 20 WA durante 60 minutos, e os

conteudos sao transferidos para um frasco reacional de
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5 mL contendo Kryptofix 222 (22,3 mg) e K;COsz (7,9 mg)

em acetonitrilo (57 uL). A solugdo é evaporada até a
secura trés vezes a 110 °C sob uma corrente de &argon
seguida da adicao de aliquotas de 1 mL  de
acetonitrilo. Ao [F-18]fluoreto seco saoc adicionados 3
mg de 2-(4'-(3"-toluenosulfonoxipropilamino)-fenil) -
benzotiazole 6-substituido em 1 mL de DMSO, e o frasco
reacional ¢é selado e aquecido até 85 °C durante 30
minutos. Ao frasco reacional, sao adicionados 0,5 mL
de MeOH/HC1l (concentrado) (2/1 v/v), e o frasco &
aquecido a 120 °C durante 10 minutos. Apds
aquecimento, sao adicionados 0,3 mL de tampdo acetato
de sédio 2 M a solugdo reacional seguida da
purificagdo por HPLC semi-preparativa utilizando uma
coluna Prodigy ODS-prep C18 Phenomenex (10 um 250 x 10
mm) eluida com acetonitrilo a 40%/tampdo fosfato de
trietilamina 60 mM a 60% (v/v) pH 7,2 a um caudal de 5
mL/minuto durante 15 minutos, seguidamente o fluxo &
aumentado até 8 ml/minuto para o restante da
separacdao. O produto, 2-(4'—-(3"-fluoropropilamino)-
fenil)-benzotiazole [F-18]6-substituido, ¢é eluido a
~20 minutos num volume de cerca de 16 mL. A fracao
contendo 2—(4'-(3"-fluoropropilamino)-fenil) -
benzotiazole [F-18]6-substituido ¢é diluida com 50 mL
de &dgua e eluida através de um cartucho SepPak Plus
Cl8 da Waters. O cartucho SepPak é seguidamente lavado
com 10 mL de &gua, e o produto € eluido utilizando 1
mL de etanol (absoluto) num frasco estéril. A solucéao
¢ diluida com 10 mL de solucdo salina normal estéril
para injecdo intravenosa em animais. O produto 2-(4'-
(3"-fluoropropilamino)—-fenil)-benzotiazole [F-18]16-
substituido é obtido com um rendimento radiogquimico de

2-12% no final da radiossintese de 120 minutos (sem
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corregao de decaimento) com uma atividade especifica

média de 1500 Ci/mmol.

Exemplos de Sintese

Exemplo de referéncia 1: [N-Metil-*'C]2-(4'-
dimetilaminofenil)-6-metoxibenzotiazole fol sintetizado de

acordo com o Esquema I

ESQUEMA I
. NHCH; CHallKOH : N
! \_7 - N e/ CH
DMSO 3
6-OMe—-BTA-1 [N-Metil-"C]2-(4'-Dimetilaminofenil)

—6-metoxibenzotiazole
Foi produzido aproximadamente 1 Ci de didxido de
[*Clcarbono wutilizando um ciclotrdo de 180 negativo
CTI/Siemens RDS 112 por irradiacdao de um alvo de nitrogénio
gasoso (**N,) contendo oxigénio gasoso a 1% com uma corrente
de feixe de 40 MA de protdes de 11 MeV durante 60 minutos.
0 diéxido de [''Clcarbono ¢é convertido no iodeto de
["'Clmetilo primeiro pela reacdo deste com uma solucdo
saturada de hidreto de aluminio e litio em THF seguido pela
adicdo de 4&acido iodridico a temperatura de refluxo para
gerar o iodeto de [''Clmetilo. O iodeto de [''Clmetilo é
transportado na corrente de nitrogénio gasoso para um
frasco reacional contendo o precursor para radiomarcacao. O
precursor, 6-CH50-BTA-1 (1,0 mg, 3,7 umoles), foi
dissolvido em 400 UL de DMSO. E adicionado KOH anidro (10
mg), e o frasco V de 3 mL foi sujeito a vdértice durante 5
minutos. O iodeto de [''Clmetilo sem adicdo de veiculo foi
borbulhado através da solugdo a 30 mL/ minuto a temperatura
ambiente. A reacadao foi aquecida durante 5 minutos a 95 °C
utilizando um banho de &éleo. O produto reacional foi
purificado por HPLC semi-preparativa utilizando uma coluna

ODS-Prep Prodigy eluida com acetonitrilo a 60%/tampao
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fosfato de trietilamdénio a 40% pH 7,2 (fluxo a 5 mL/minuto
durante 0-7 minutos seguidamente aumentado para 15
mL/minuto durante 7-30 minutos). A fracdo contendo o [N-
metil-'"C]2-(4'-dimetilaminofenil)-6-metoxi-benzotiazole (a
cerca de 15 minutos) foi recolhida e diluida com 50 mL de
dgua e eluida através de um cartucho SepPak Plus Cl18 da
Waters. O SepPak Cl1l8 ¢é lavado com 10 mL de 4&gua, e o0
produto foi eluido com 1 mL de etanol (absoluto) num frasco
estéril seguido por 14 mL de solucao salina. As purezas

radioquimica e quimica sao >95% como determinado por HPLC

analitica (k' = 4,4 utilizando a coluna analitica Prodigy
ODS (3) eluida com de acetonitrilo/tampdo fosfato de
trietilaménio 65/35 pH 7,2). O rendimento radiogquimico fica

em média em 17% em EOS com base em iodeto de [''Clmetilo, e

a atividade especifica fica em média em cerca de 160

GBg/Mmol (4,3 Ci/umol) no final da sintese.



54

Exemplo de Referencia 2: 2—(3'—”5I—iodo—4'—amino—fenil)—

benzotiazol-6-o0l foi sintetizado de acordo com o Esquema II

ESQUEMA IT
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| >4 JNO: }—C}»N@
Q\N/ \ ”// 7% ?
H
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O Lo~
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SNChLHOEOH 807 i O Na'?/Cloramina-T
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1,5 h, 65%

‘.25!

/
MsO. "\,——S NaOM HO P o
oy > §\ ,‘> NH; - I N,}—{:}-Nr-az

""" 50°C, 3 h, B80%

A uma solucao de 2—(4'-aminofenil)-6-
metanossulfonoxibenzotiazole (1 mg) em 250 UL de &cido
acético num frasco selado foram adicionados 40 ML de uma
solugao de cloramina T (28 mg dissolvidos em 500 uL de
4dcido acético) seguido por 27 UL (ca. 5 mCi) de ['*°I]iodeto
de sdédio (atividade especifica 2,175 Ci/mmol). A mistura
reacional foi agitada a temperatura ambiente durante 2,5
horas e extinta com uma solucao saturada de
hidrogenossulfito de sdédio. Apds diluicdo com 20 mL de
dgua, a mistura reacional foli carregada num SepPak Plus C8
e eluida com 2 mL de metanol. Para desprotecao do grupo

metanossulfonilo, foram adicionados 0,5 mL de NaOH 1 M a
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solugdo eluida do intermedidrio radioiodado. A mistura é

aquecida a 50 °C durante 2 horas. Apds ser extinta por 500

WL de &dcido acético 1M, a mistura reacional ¢é diluida com
40 mL de &gua e carregada a um SepPak Plus C8. O produto
radioiodado, tendo uma radioatividade de ca. 3 mCi, foi
removido por eluicdo da SepPak com 2 mL de metanol. A
solucao foi condensada por uma corrente de nitrogénio até
300 ML e o produto bruto foi purificado por HPLC numa
coluna ODS Phenomenex (MeCN/tampdo TEA, 35:65, pH 7,5,
caudal 0,5 mL/minuto até 4 minutos, 1,0 mL/minuto aos 4-5
minutos, e 2,0 mL/minuto apdés 6 minutos, tempo de retencéo
23,6). As fracgdes recolhidas foram carregadas num SepPak
Plus C8. A eluigdo com 1 mL de etanol produziu
aproximadamente 1 mCi do produto radioiodado final.
A preparacdo dos derivados radiomarcados com ¥I &
realizada de forma semelhante a sintese mostrada acima. Por
exemplo, a substituicdo do ['*’I]iodeto de sédio por
['*’I]1iodeto de sédio no método de sintese, proporcionaria o

1231, Tal substituicdo de um &tomo

composto radiomarcado com
de radiohalogeno por outro € bem conhecida na técnica, ver
por exemplo, Mathis C.A., Taylor S.E., Biegon A., Enas J.D.
"[12°T1]15-Todo-6-nitroquipazine: a potent e selective ligand
for the 5-hydroxytryptamine uptake complex I. In vitro
studies." Brain Research 1993; 619:229-235; Jagust W.,
Eberling J.L., Roberts J.A., Brennan K.M., Hanrahan S.M.,
Van Brocklin H., Biegon A., Mathis C.A. "In vivo imaging of
the 5-hydroxytryptamine reuptake site 1in primate brain
using SPECT and ['*’I]5-iodo-6-nitroquipazine."™ European
Journal of Pharmacolgy 1993; 242:189-193; Jagust W.J.,
Eberling J. L., Biegon A., Taylor S. E., Van Brocklin H.,
Jordan S., Hanrahan S. M., Roberts J. A., Brennan K. M.,

Mathis C. A. "[Iodine-123]5-Iodo-6-Nitroquipazine: SPECT
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Radiotracer to Image the Serotonin Transporter." Journal of

Nuclear Medicine 1996; 37:1207-1214.

Exemplo 3: o) 2-(3-®F-Fluoro-4-metilamino-fenil) -
benzotiazol-6-0l foi sintetizado de acordo com o Esquema
ITI.

ESQUEMA III

O s 18 O =
7 N, - i p—NO,
-9 N Cs,C0, DMSO 70 NN Al

S-MOMO-BT-3-Cl-4-NG;

A -G =
EtOH, CuliiOAc [ %"@'Nﬁz 1. CHl, KOH, DMSO
e Ao 4 =

NaBH, 18 2. HCUMeOH

HO o -8 o
\l\i N WAL

WF

2- (3-%F-Fluoro-4-metilamino-fenil)

-benzotiazol-6-o0l

Um alvo de ciclotrdo contendo 0,35 mL de &gua enriquecida
com [0-18] foi irradiado com protdes de 11 MeV a uma
corrente de feixe de 20 YA durante 60 minutos, e o0s
conteudos foram transferidos para um frasco reacional de 5
ml contendo 2 mg de Cs;CO;3 em acetonitrilo (57 uL). A
solugdo foi evaporada até a secura a 110 °C sob uma
corrente de &argon trés vezes utilizando aliquotas de 1 mL
de acetonitrilo. Ao [F-18]fluoreto seco foram adicionados 6
mg de 6-MOMO-BT-3'-Cl1-4'-NO; em 1 mL de DMSO, e o frasco
reacional foi selado e aquecido até 120 °C durante 20
minutos (a 1ncorporacdo radioquimica para esta primeira
etapa da radiossintese foi de cerca de 20% do [F-

18] fluoreto solubilizado). A mistura reacional bruta foram
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adicionados 8 mL de 4&dgua e 6 mL de éter dietilico, a
mistura foili agitada e deixada separar. A fase etérea foi
removida e evaporada até a secura sob uma corrente de argon
a 120 °C. A amostra seca, foram adicionados 0,5 mL de EtOH
absoluto juntamente com 3 mg de acetato de cobre(II) e 8 mg
de NaBH,. A reacao de reducao foi deixada prosseguir
durante 10 minutos a temperatura ambiente (o rendimento
bruto para a etapa de reducao foi de cerca de 40%). Foram
adicionados a mistura reacional 8 mL de dgua e 6 mL de éter
dietilico, a mistura foi agitada e a fase etérea foi
separada. A fase de éter dietilico foi seca sob uma

corrente de 4&rgon a 120 °C. Ao frasco reacional foram
adicionados 700 UL de DMSO contendo 30 micromoles de CHsI e

20 mg de KOH seco. O frasco reacional foi aquecido a 120 °C

durante 10 minutos. Foi adicionada uma solucdo de 700 UL de
MeOH/HC1 (concentrado) 2:1 e aquecida durante 15 minutos a
120 °C. Apds aqgquecimento, foi adicionado 1 mL de tampao de
acetato de sdédio 2 M a solugdo reacional seguida de

purificagdo por HPLC semi-preparativa utilizando uma coluna

Prodigy ODS-prep Cl18 Phenomenex (10 um 250 x 10 mm) eluida
com acetonitrilo a 35%/tampdo fosfato de trietilamina 60 mM
65% (v/v) pH 7,2 a um caudal de 5 mL/minuto durante 2
minutos, seguidamente o fluxo foi aumentado até 15
mL/minuto para o restante da separacao. O produto, 2-(3-
Y¥F_fluoro-4-metilamino-fenil)-benzotiazol-6-0l, foi eluido
em ~15 minutos num volume de cerca de 16 mL. A fracao
contendo 2-(3-'°F-fluoro-4-metilamino-fenil)-benzotiazol-6-
ol foi diluida com 50 mL de 4&gua e eluida através de um
cartucho SepPak Plus Cl1l8 Waters. O cartucho SepPak foi
seguidamente lavado com 10 mL de 4&agua, e o produto foi
eluido utilizando 1 mL de etanol (absoluto) para um frasco
estéril. A solucado foi diluida com 10 mL de solugao salina
normal estéril para injecdao intravenosa em animais. O

produto 2—-(3-"®F-fluoro-4-metilaminofenil)-benzo-tiazol-6-
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ol foi obtido com um rendimento radioquimico de 0,5% (n =
4) no final de 120 minutos e radiossintese (sem correcao de
decaimento) com uma atividade especifica média de 1000
Ci/mmol. As purezas radioquimica e quimica do 2-(3-'°F-
fluoro-4-metilamino-fenil)benzo-tiazol-6-0l1 foram obtidas
por radio-HPLC com detecdo por UV a 350 nm utilizando uma
coluna Prodigy ODS(3) C18 Phenomenex (5 um, 250 x 4,6 mm)
eluida com acetonitrilo 40%/tampdo fosfato de trietilamina
60 mM 60% (v/v) pH 7,2. O 2-(3-'*F-fluoro-4-metilamino-
fenil)-benzotiazol-6-0l apresentou um tempo de retencao de
~11 minutos a um caudal de 2 mL/minuto (k' = 5,5). A pureza
radioquimica foi >99%, e a pureza quimica foi >90%. A
identidade radioquimica do 2-(3-'°F-fluoro-4-metilamino-
fenil)-benzotiazol-6-0l1 foi confirmada por radio-HPLC em
fase reversa utilizando uma amostra de controlo de
qualidade do produto radioquimico final co-injetado com um

padrao auténtico (frio).

Exemplo de referéncia 4: 2-[4-(3-'®F-Fluoro-propilamino)-
fenil]-benzotiazole-6-0l1 foi sintetizado de acordo com o

Esquema IV.

ESQUEMA IV
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2-[4- (3-®F-Fluoro-propilamino)

—fenil]-benzotiazol-6-o0l
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Um alvo de ciclotrdo contendo 0,35 mL de &agua enriquecida

com [0-18] a 95% foi irradiado com protdes de 11 MeV a uma

corrente de feixe de 20 JA durante 60 minutos, e o0s
conteudos foram transferidos para um frasco reacional de 5
ml contendo Kryptofix 222 (22,3 mg) e K;COs (7,9 mg) em
acetonitrilo (57 UL). A solugédo foil evaporada até a secura
trés vezes a 110 °C sob uma corrente de Aargon seguida da
adicdo de aliquotas de 1 mL de acetonitrilo. Ao [F-
18] fluoreto seco foram adicionados 3 mg de 6-MOMO-BTA-N-Pr-
Ots em 1 mL de DMSO, e o frasco reacional foi selado e
aquecido até 85° C durante 30 minutos. Ao frasco reacional,
foram adicionados 0,5 mL de MeOH/HCl (concentrado) (2/1
v/v), e o frasco foi aquecido a 120 °C durante 10 minutos.
Apds o agquecimento, foram adicionados 0,3 mL de tampao de
acetato de sédio 2 M a solucdo reacional seguido de
purificacdo por HPLC semi-preparativa utilizando uma coluna
Prodigy ODS-prep Cl18 Phenomenex (10 um 250 x 10 mm) eluida
com acetonitrilo 40%/tampdo fosfato de trietilamina 60 mM
60% (v/v) pH 7,2 a um caudal de 5 mL/minuto durante 15
minutos, seguidamente o fluxo foil aumentado até 8 mL/minuto
para o restante da separacao. O produto, [F-18]6-HO-BTA-N-
PrF, eluido em ~20 minutos num volume de cerca de 16 mL. A
fracdo contendo [F-18]6-HO-BTA-N-PrF foi diluida com 50 mL
de &dgua e eluida através de um cartucho SepPak Plus Cl8 da
Waters. O cartucho SepPak foi seguidamente lavado com 10 mL
de &4gua, e o produto foi eluido utilizando 1 mL de etanol
(absoluto) num frasco estéril. A solucdo foi diluida com 10
mL de solucgao salina normal estéril para injecao
intravenosa em animais. O produto [F-18]6-HO-BTA-N-PrF foi
obtido com um rendimento radioquimico de 8 + 4% (n = 8) ao
fim de 120 minutos de radiossintese (sem correcao de
decaimento) com uma atividade especifica média de 1500
Ci/mmol. As purezas radioquimica e quimica do [F-18]6-HO-

BTA-N-PrF foram obtidas por radio-HPLC com detecado por UV a
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350 nm utilizando uma coluna Prodigy ODS(3) C18 Phenomenex
(5 Mm, 250 x 4,6 mm) eluida com acetonitrilo 40%/tampdo
fosfato de trietilamina 60 mM 60% (v/v) pH 7,2. O [F-18]6-
HO-BTA-NPrF apresentou um tempo de retencdo de ~ 12 minutos
a um caudal de 2 mL/minuto (k' = 6,1). A pureza
radioquimica foi >99%, e a pureza quimica foi >90%. A
identidade radioquimica do [F-18]16-HO-BTA-N-PrF foi
confirmada por radio-HPLC em fase reversa utilizando uma
amostra de controlo de gqualidade do produto radioquimico

final co-injetado com um padrao auténtico (frio).

Exemplo de referéncia 5: Sintese do 2-(3'-iodo-4'-

aminofenil)-6-hidroxibenzotiazole

el
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Preparagdo de 4-metoxi-4'-nitrobenzanilida

p-Anisidina (1,0 g, 8,1 mmol) foi dissolvida em piridina
anidra (15 mL), foi adicionado cloreto de 4-nitrobenzoilo
(1,5 g, 8,1 mmol). A mistura reacional foi deixada em
repouso a temperatura ambiente durante 16 horas. A mistura
reacional foi deitada em agua e o precipitado foi recolhido
com filtrado sob pressdao de vacuo e lavado com bicarbonato
de sdédio a 5% (2 x 10 mL). O produto foi utilizado no passo

seguinte sem purificacdo adicional.
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'H RMN (300 MHz, DMSO-d¢) &: 10,46 (s, 1H, NH); 8,37 (d, J
= 5,5 Hz, 2H, H-3',5'); 8,17 (d, J = 6,3 Hz, 2H, H-2',6");
7,48 (d, J = 6,6 Hz, 2H); 6,97 (d, J = 6,5 Hz, 2H); 3,75
(s, 3H, MeO).

Preparagdo de 4-metoxi-4'—-nitrotiobenzanilida

Uma mistura de 4-metoxi-4'-nitrotiobenzanilina (1,0 g, 3,7
mmol) e reagente de Lawesson (0,89 g, 2,2 mmol, 0,6 equiv.)
em clorobenzeno (15 mL) foi aguecida ao refluxo durante 4

horas. O solvente foi evaporado e o residuo foi purificado

com coluna flash (hexano : acetato de etilo = 4:1) para
originar 820 mg (77,4%) do produto como um sdélido
alaranjado.

'H RMN (300 MHz, DMSO-d¢) &: 8,29 (d, 2H, H-3',5'); 8,00
(d, J = 8,5 Hz, 2H, H-2',6'); 7,76 (d, 2H); 7,03 (d, J =
8,4 Hz, 2H); 8,37 (d, J = 5,5 Hz, 2H, H-3',5"); 8,17 (d, J
= 6,3 Hz, 2H, H-21,61); 7,48 (d, J = 6,6 Hz, 2H); 6,97 (d,
J = 6,5 Hz, 2H); 3,75 (s, 3H, MeO); 3,80 (s, 3H, MeO).

Preparagdo de 6-metoxi-2-(4-nitrofenil)benzotiazole

4-Metoxi-4'-nitrotiobenzanilidas (0,5 g, 1,74 mmol) foram
humidificadas com um pouco de etanol (~0,5 mL), e foi
adicionada uma solucao aquosa de hidrdéxido de sdédio a 30%
(556 mg, 13,9 mmol, 8 equiv.). A mistura foi diluida com
dgua para originar uma solugdo/suspensédo final aquosa de
hidréxido de sdédio a 10%. Aliquotas desta mistura foram
adicionadas a intervalos de 1 minuto a uma solucao sob
agitacdao de ferricianeto de potdassio (2,29 g, 6,9 mmol, 4
equiv.) em agua (5 mL) a 80-90 °C. A mistura reacional foi
aquecida por 0,5 h adicionais e seguidamente deixada
arrefecer. O precipitado foi recolhido por filtracao sob

pressao de vacuo e lavado com Aagua, purificado com coluna
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flash (hexano : acetato de etilo = 4:1) para originar 130
mg (26%) do produto.

TH RMN (300 MHz, Acetona-d¢) O: 8,45 (m, 4H); 8,07 (d, J =
8,5 Hz, 1H, H-4); 7,69 (s, 1H, H-7); 7,22 (d, J = 9,0 Hz,
1H, H-5); 3,90 (s, 3H, MeO).

Preparagdo de 6-metoxi-2-(4-aminofenil)benzotiazole

Uma mistura de 6-metoxi-2-(4-nitrofenil)benzotiazois (22
mg, 0,077 mmol) e cloreto de estanho(II) homdégrafo (132 mg,
0,45 mmol) em etanol em ebulicdo foi agitada sob atmosfera
de nitrogénio durante 4 horas. O etanol foi evaporado e o
residuo foi dissolvido em acetato de etilo (10 mL), lavado
com hidréxido de sdédio 1 N (2 mL) e &agua (b mL), e seco
sobre MgSO,. A evaporacao do solvente produziu 19 mg (97%)

do produto como um sélido amarelo.

Preparagédo de 2-(3'-Iodo-4'—aminofenil)-6-metoxi-

benzotiazole

A uma solucdo de 2-(4'-aminofenil)-6-metoxibenzotiazole (22
mg, 0,09 mmol) em A&cido acético glacial (2,0 mL) foi
injetada uma solugdo de cloreto de iodo 1 M em CH,Cl, (0,10
ml, 0,10 mmol, 1,2 equiv.) sob atmosfera de N,. A mistura
reacional foi agitada a temperatura ambiente durante 16
horas. O &cido acético glacial foil removido sob pressao
reduzida e o vresiduo foi dissolvido em CHyCl,. Apds
neutralizacao da solucdao com NaHCO;, a fase aquosa foi
separada e extraida com CH;Cl,. As fases orgadnicas foram
combinadas e secas sobre MgSO,. A segulr a evaporacao do
solvente, o residuo foi purificado por TLC preparativa
(hexanos : acetato de etilo = 6:1) para originar 2-(4'-
amino-3'-iodofenil)-6-metoxibenzotiazole (25 mg, 76%) como

um sélido castanho.
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'H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,35 (d, J = 2,0 Hz, 1H);
7,87 (dd, J. = 2,0 Hz, J, = 9,0 Hz, 1H); 7,31 (d, J = 2,2
Hz, 1H); 7,04 (dd, J. = 2,2 Hz, J, = 9,0 Hz, 1H); 6,76 (d, J
= 9,0 Hz, 1H); 3,87 (s, 3H).

Preparacgéo de 2—-(3'-iodo—-4'—aminofenil)-6-hidroxi-
benzotiazole
A uma solugao de 2—(4'-amino-3'-iodofenil)-6-

metoxibenzotiazole (5) (8,0 mg, 0,02 mmol) em CH,Cl, (2,0
mL) foi injetada uma solucg¢do de BBr; 1 M em CH.,Cl, (0,20 mL,
0,20 mmol) sob atmosfera de N,. A mistura reacional foi
agitada a temperatura ambiente durante 18 horas. Apds a
reacao ter sido extinta com Agua, a mistura foi
neutralizada com NaHCO;. A fase aquosa foi extraida com
acetato de etilo (3 x 3 mL). As fases orgédnicas foram
combinadas e secas sobre MgS0O,. O solvente foi evaporado
sob pressdao reduzida e o residuo foi purificado por TLC
(hexanos : acetato de etilo = 7:3) para originar 2-(3'-
iodo-4'-aminofenil)-6-hidroxibenzotiazole (4,5 mg, 58%) na
forma de um sélido castanho.

'H RMN (300 MHz, acetona-d¢) & (ppm): 8,69 (s, 1H); 8,34
(d, 3 = 2,0 Hz, 1H); 7,77 (dad, J, = 2,0 Hz, J ,= 8,4 Hz,
1H); 7,76 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,40 (d, J = 2,4 Hz, 1H);
7,02 (dd, J; = 2,5 Hz, J, = 8,8 Hz, 1H); 6,94 (d, J = 8,5
Hz, 1H); 5,47 (largo, 2H). HRMS m/z 367,9483 (M+ calc. para
C13HoN,0SI 367,9480) .

Exemplo de referéncia 6: Sintese de 2-(3'-iodo-4'-

metilaminofenil)-6-hidroxibenzotiazole
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Preparagdo de 6-metoxi-2-(4-metilaminofenil)benzotiazole

Uma mistura de &cido 4-metilaminobenzoico (11,5 g, 76,2
mmol) e b5-metoxi-2-aminotiofenol (12,5 g, 80 mmol) foi
aquecida em PPA (~30 g) até 170 °C sob atmosfera de N,
durante 1,5 hora. A mistura reacional foi seguidamente
arrefecida até a temperatura ambiente e deitada numa
solucao de Ky;CO; a 10%. O precipitado foi filtrado sob
pressao reduzida. O produto bruto foi recristalizado duas
vezes a partir de acetona/dgua e THF/dgua seguido por
tratamento com carvao ativado para originar 4,6 g (21%) de
6-metoxi-2-(4-metilaminofenil)benzotiazole como um sdélido
amarelo.

'H RMN (300 MHz, acetona-d¢) &: 7, 84 (d, J = 8,7 Hz, 2H,
H-2',6'); 7,78 (dd, J, = 8,8 Hz, J, = 1,3 Hz, 1H, H-4); 7,52
(d, § = 2,4 Hz, 1H, H-T7); 7,05 (dd, J, = 8,8 Hz,JdJd, = 2,4 Hz,
H-5); 6,70 (4, J = 7,6 Hz, 2H, H-3'5'); 5,62 (s, 1H, NH);
3,88 (s, 3H, OCHs); 2,85 (d, J = 6,2 Hz, 3H, NCH;).

Preparagao de 2-(3'-iodo-4'-metilaminofenil)-6-metoxi
benzotiazole

A uma solucgao de 2—(4"-metilaminofenil)-6-metoxi
benzotiazole (20 mg, 0,074 mmol) dissolvido em A&cido

acético glacial (2 mL) foi adicionado IcI (90 ML, 0,15
mmol, 1,2 equiv., 1 M em CH;Cl;) sob atmosfera de N;. A
reacdo fol deixada a agitar a temperatura ambiente durante

18 horas. O &cido acético glacial foi removido sob pressao
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reduzida. O residuo foi dissolvido em CH;Cl, e neutralizado
com NaHCOs;. A fase aquosa foi extraida com CH;Cl, e as fases
organicas foram combinadas, secas sobre MgSO, e evaporadas.
O residuo foil purificado com TLC preparativa (hexano:EA =
2:1) para originar 2—(4'-metilamino-3’-iodofenil) -6-

Q

metoxibenzotiazole (8 mg, 27%) como um sdélido castanho. H
RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,39 (d, J = 2,0 Hz, 1H);
7,88 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 7,33 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,006
(dd, J, = 2,2 Hz, J, = 9,0 Hz, 1H); 6,58 (d, J = 9,0 Hz,
1H); 3,89 (s, 3H, OCHj;).

Preparagéo de 2-(3'-iodo-4'-metilamino-fenil) -6-

hidroxibenzotiazole

A uma solucdo de 2-(4'-metilamino-3'—-iodofenil)-6-metoxi-

benzotiazole (12 mg, 0,03 mmol) dissolvido em CH,Cl, (4 mL)
foi adicionado BBrs (400 uL, 0,4 mmol), 1 M em CHyCl;) sob
atmosfera de N,. A reacdo foi deixada a agitar a
temperatura ambiente durante 18 horas. Foil seguidamente
adicionada &gua para extinguir a reacdo e a solucdo foi

neutralizada com NaHCO;, extralida com acetato de etilo (3 x

5 mL). As fases orgédnicas foram combinadas, secas sobre
MgS0O, e evaporadas. O residuo foi purificado por TLC
preparativa (hexano : EA = 7:3) para originar 2-(4'-

metilamino-3'-idofenil)—-6-hidroxibenzotiazole (5 mg, 43%)
como um sélido castanho. 'H-RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm):
8,37 (4, 0 = 2,0 Hz, 1H); 7,88 (dd, J, = 2,0 Hz, J, = 8,4
Hz, 1H); 7,83 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,28 (d, J = 2,4 Hz,
1H); 6,96 (dd, J,= 2,5 Hz, J,= 8,8 Hz, 1lH); 6,58 (d, J =
8,5 Hz, 1H); 2,96(s, 3H, CHs;).

Exemplo de Referéncia 7: Radiossintese de ['?°I]6-OH-BTA-0-
3'-1
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Preparagdo de 2-(4'—-Nitrofenil)-6-hidroxibenzotiazole

A uma suspensao de 2-(4'-nitrofenil)-6-metoxi benzotiazole
(400 mg, 1,5 mmol) em CH,Cl, (10 mL) foi adicionado BBr; (1
M em CH,Cl,, 10 mL, 10 mmol). A mistura reacional foi
agitada a temperatura ambiente durante 24 horas. A reacao
foi seguidamente extinta com &gua, e extraida com acetato
de etilo (3 x 20 mL). As fases orgdnicas foram combinadas e
lavadas com &agua, secas sobre MgSO, e evaporadas. O residuo
foil purificado por cromatografia flash (silica gel, hexanos

acetato de etilo = 1:1) para originar o produto como um
sélido amarelo (210 mg, 55%). 'H RMN (300 MHz, acetona-d¢)
d (ppm): 9,02 (s, OH); 8,41 (d, J = 9,1 Hz, 1H); 8,33 (d, J
= 9,1 Hz, 1H); 7,96 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,53 (d, J = 2,4
Hz, 1H); 7,15 (dd, J, = 8,6 Hz, J, = 2,4 Hz, 1H).

Preparagdo de 2-(4'—-nitrofenil)-6-metilsulfoxi benzotiazole

A uma solucado de 2-(4'-nitrofenil)-6-hidroxi benzotiazole
(50 mg, 0,18 mmol) dissolvido em acetona (7 ml, anidra) foi
adicionado K;CO; (100 mg, 0,72 mmol, em pd) e MsCl (200
UL) . Apds agitacgdo durante 2 horas, a mistura reacional foi
filtrada. O filtrado foi <concentrado e o residuo foi

purificado por coluna flash (silica gel, hexano : acetato
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de etilo = 4:1) para originar 2—(4'"-nitrofenil)-6-
metilsulfoxibenzotiazole (44 mg, 68%) como um sdélido

amarelo claro. 'H RMN (300 MHz, acetona-d¢) & (ppm) : 8,50-
8,40 (m, 4H); 8,29 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 8,23 (d, J = 8,9
Hz, 1H); 7,61 (dd, J. = 2,3 Hz, J, = 8,9 Hz, 1H).

Preparagdo de 2-(4'—aminofenil)-6-metilsulfoxi benzotiazole

A uma solucéao de 2—(4'-nitrofenil)-6-metilsulfoxi
benzotiazole (35 mg, 0,10 mmol) dissolvido em etanol (10
mL) foi adicionado SnCl,;.H;O (50 mg). A mistura reacional
foi aquecida ao refluxo durante 1,5 horas. O solvente foi
removido sob pressao reduzida. O residuo foi dissolvido em
acetato de etilo (10 mL), lavado com NaOH 1 N, &gua, seco
sobre MgSO,. A evaporacgcao do solvente produziu 2-(4'-
aminofenil)-6-metilsulfoxibenzotiazole (21 mg, 65%) como um
sélido castanho claro. 'H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm):
8,02 (d, J = 6,2 Hz, 1H); 7,92 (d, J = 8,7 Hz, 2H); 7,84
(d, J = 2,4 Hz, 1H),; 7,38 (dd, J; = 2,4 Hz, J, = 6,2 Hz,
1H); 6,78 (d, J = 8,7 Hz, 2H); 2,21 (s, 3H, CHs).

Exemplo de Referéncia 8: Radiossintese de ['?°I]6-OH-BTA-1-
3'-I
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A uma solugao de 2—-(4'"-metilaminofenil)-6-hidroxi-
benzotiazole (300 mg, 1,17 mmol) dissolvido em CH,Cl, (20
mL) foi adicionada EtsN (2 mL) e é&dcido trifluoracético (1,5
mL). A mistura reacional fol agitada a temperatura ambiente
durante 3 horas. O solvente foi removido sob pressao
reduzida e o residuo foi dissolvido em acetato de etilo (30
mL), lavado com uma solucao de NaHCO;, solugcao aquosa
saturada de cloreto de sdédio, &agua, e seco sobre MgSQO,.
Lpds a evaporacgadao do solvente, o residuo foi dissolvido em
acetona (20 mL, pré-seca sobre K,CO3), foi adicionado K,;CO;
(1,0 g, pd) seguido de MsCl (400 mg, 3,49 mmol). A mistura
reacional fol agitada a temperatura ambiente e monitorizada
por TLC até o desaparecimento do material de partida. O
residuo foil seguidamente filtrado. O filtrado foi evaporado
sob pressao reduzida. O residuo foi dissolvido em acetato
de etilo (30 mL), lavado com solugdao de NaHCO;. Solugao
aquosa saturada de cloreto de sdédio, &gua, e seco sobre
MgS0O,. Apds a evaporacao do solvente, o residuo foi
dissolvido em EtOH e foi adicionado ©NaBH.,. A mistura
reacional foi agitada a temperatura ambiente durante 2 h. O
solvente foi evaporado e o residuo foi dissolvido em A&agua,
extraido com acetato de etilo (3 x 20 mL), os extratos
foram combinados e secos sobre MgSO,. Apds evaporacgao do
solvente, o residuo foi ©purificado com coluna flash
(hexanos/acetato de etilo = 8:1) para originar o produto
(184 mg, 47,0%) como um sbélido castanho. 'H RMN (300 MHz,
CcDCls) & (ppm): 7,94 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,87 (d, J = 8,7
Hz, 2H); 7,77 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 7,30(dd, J, = 8,8 Hz, J;
= 2,3 Hz, 1H); 6,63(d, J = 8,7 Hz, 2H); 3,16(s, CHs3); 2,89
(s, NCH3).

Procedimento geral para a radiomarcagdo:
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A  uma solucgcdo de 2-(4'-aminofenil)-6-metanossulfonoxi-

benzotiazole ou 2-(4'-metilaminofenil)-6-metilsulfoxibenzo-
tiazole (1 mg) em 250 UL de &cido acético num frasco selado
foram adicionados 40 UL de uma solugdo de cloraminas T (28
mg dissolvidos em 500 UL de Aacido acético) seguida de 27

UL (ca. 5 mCi) de ['"I]iodeto de sédio (atividade
especifica de 2,175 Ci/mmol). A mistura reacional foi
agitada a temperatura ambiente durante 2,5 horas e extinta
com uma solucgado saturada de hidrogenossulfito de sédio.
Apds a diluicdo com 20 mL de &agua, a mistura reacional foi
carregada num SepPak Plus C8 e eluida com 2 mL de metanol.
Para a desprotecdo do grupo metanossulfonilo, foram
adicionados 0,5 mL de NaOH 1 M a solucdo eluida do
intermedidrio radioiodado. A mistura foi aquecida a 50 °C
durante 2 horas. Apds ser extinta com 500 uL de 4&acido
acético, a mistura reacional foi diluida com 40 mL de A&agua
e carregada num SepPak Plus C8. O produto radioiodado,
tendo uma radioatividade de aproximadamente 3 mCi, foi
eluido do SepPak com 2 mL de metanol. A solugdao foi
condensada por uma corrente de nitrogénio para 300 UL e o
produto bruto foi purificado por HPLC em uma coluna ODS
Phenomenex (MeCN/tampdo TEA, 35:65, pH 7,5, caudal 0,5
mL/minuto até 4 minutos, 1,0 mL/minuto aos 4-6 minutos, e
2,0 mL/minuto apds 6 minutos, tempo de retencdo 23,6). As
fragdes recolhidas foram carregadas num SepPak PLus C8. A
eluicdo com 1 mL de etanol produziu aproximadamente 1 mCi

do produto radioiodado.

Exemplo 9: Sintese de derivados de 2-(4'—-aminofenil)-

benzotiazole)

Via 1: Exemplo da sintese de 6-MeO-BTA-0, -1, -2, que sao

representativos do grupo de compostos de tioflavina (Shi et
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al., "Antitumor Benzothiazoles. 3. Synthesis of 2-(4-
Aminophenil)benzothiazoles e Evaluation of Their Activities
against Breast Cancer Cell Lines in Vitro and in Vivo" J.

Med. Chem. 39:33753384, 1996).

HaCO. ¢ s i\ Piridina HyCO - % 9 \ reagente de Lawesson
NHy N
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N NaOH Rt BtOH N /
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Preparagdo de 4-metoxi-4'-nitrobenzanilida

p-Anisidina (1,0 g, 8,1 mmol) foi dissolvida em piridina
anidra (15 mL), foi adicionado cloreto de nitrobenzoilo
(1,5 g, 8,1 mmol). A mistura reacional foi deixada repousar
a temperatura ambiente durante 16 horas. A mistura
reacional foil deitada em Adgua e o precipitado com filtrado
foi recolhido sob pressdo de véacuo e lavado com bicarbonato
de sédio a 5% (2 x 10 mL). O produto foi utilizado no passo

seguinte sem purificacdo adicional. 'H RMN (300 MHz, DMSO-
d¢) O: 10,46 (s, 1H, NH); 8,37 (d4, J = 5,5 Hz, 2H, H-
3',5'"); 8,17 (d, § = 6,3 Hz, 2H, H-2',6'); 7,48 (d, J =6,6
Hz, 2H); 6,97 (d, 20 J = 6,5 Hz, 2H); 3,75 (s, 3H, MeO).

Preparagdo de 4-metoxi-4'-nitrotiobenzanilida
Uma mistura de 4-metoxi-4'-nitrotiobenzanilina (1,0 g, 3,7

mmol) e reagente de Lawesson (0,89 g, 2,2 mmol, 0,6 egquiv.)

em clorobenzeno (15 mL) foil aguecida ao refluxo durante 4
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horas. O solvente foi evaporado e o residuo foi purificado
com coluna flash (hexano : acetato de etilo = 4:1) para
originar 820 mg (77,4%) do produto <como um sdélido
alaranjado. 'H RMN (300 MHz, DMSO-d¢) &: 8,29 (d, 2H, H-
3',5'); 8,00 (4, J = 8,5 Hz, 2H, H-2',6"); 7,76 (d, 2H);
7,03 (4, J = 8,4 Hz, 2H); 8,37 (d, J = 5,5 Hz, 2H, H-
3',5"y; 8,17 (d, J = 6,3 Hz, 2H, H-2', 6'); 7, 48 (d, JT =
6,6 Hz, 2H); 6,97 (4, J=6,5 Hz, 2H); 3,75 (s, 3H, MeO);
3,80 (s, 3H, MeO).

Preparagdo de 6-metoxi-2-(4-nitrofenil)benzotiazole

4-Metoxi-4'-nitrotiobenzanilidas (0,5 g, 1,74 mmol) foram
humidificadas com um pouco de etanol (~0,5 mL), e foi
adicionada uma solucao aquosa a 30% de hidrdéxido de sddio
(556 mg, 13,9 mmol, 8 equiv.). A mistura foi diluida com
dgua para providenciar uma solucdo/suspensdo aquosa a 10%
final de hidréxido de sdédio. Aliquotas desta mistura foram
adicionadas a intervalos de 1 minuto a uma solucgao agitada
de ferricianeto de potéssio (2,29 g, 6,9 mmol, 4 equiv.) em
dgua (5 mL) a 80-90 °C. A mistura reacional foil aquecida
0,5 h adicionais e seguidamente deixada arrefecer. O
precipitado foi recolhido por filtracdo sob pressao de
vdcuo e lavado com 4&gua, purificado com coluna flash
(hexano : acetato de etilo = 4:1) para originar 130 mg
(26%) do produto. 'H RMN (300 MHz, acetona-d¢) O: 8,45 (m,
4H); 8,07 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-4); 7,69 (s, 1H, H-7); 7,22
(d, 3§ = 9,0 Hz, 1H, H-5); 3,90 (s, 3H, MeO).

Preparagdo de 6-metoxi-2-(4-aminofenil)benzotiazole
Uma mistura de 6-metoxi-2-(4-nitrofenil)benzotiazois (22

mg, 0,077 mmol) e cloreto de estanho(II) homdégrafo (132 mg,

0,45 mmol) em etanol em ebulicdo foil agitada sob atmosfera
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de nitrogénio durante 4 horas. O etanol foi evaporado e o
residuo foi dissolvido em acetato de etilo (10 mL), lavado
com hidréxido de sdédio 1 N (2 mL) e &agua (5 ml), e seco
sobre MgSQO,. A evaporacao do solvente produziu 19 mg (97%)

do produto como um sdélido amarelo.

Preparagdo de 6-metoxi-2-(4-metilaminofenil)benzotiazole e

6-metoxi-2-(4-dimetilaminofenil)benzotiazole

Uma mistura de 6-metoxi-2-(4-aminofenil)benzotiazole (15
mg, 0,059 mmol), MeI (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 horas. A mistura reacional foi purificada por
TLC em fase reversa (MeOH : H,O0 = 7:1) para originar 2,0 mg
(13,3%) de 6-metoxi-2-(4-metilaminofenil)benzotiazole e ©
mg (40%) de 6-metoxi-2-(4-dimetilaminofenil)benzotiazole.
'H RMN do 6-metoxi-2-(4-metilaminofenil)benzotiazole (300
MHz, acetona-dg¢) &: 7,85 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-2',6'), 7,75
(dd, J = 8,8 Hz, J = 1,3 Hz, 1H, H4), 7,49 (d, J = 2,4 Hz,
14, H©B-7), 7,01 (dd, J = 8,8 Hz, J = 2,4 Hz, H-5), 6,78 (d,
J = 7,6 Hz, 2H, H-3',5'), 3,84 (s, 3H, MeO), 2,91 (s, 3H,
Nme) , 'H RMN do 6-metoxi-2—-(4-
dimetilaminofenil)benzotiazole (300 MHz, acetona-de) O:
7,85 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-2',6'); 7,75 (dd, J = 8,8 Hz, J
= 1,3 Hz, 1H, H-4); 7,49 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-7); 7,01
(dd, J = 8,8 Hz, J = 2,4 Hz, H-5); 6,78 (d, J = 7,6 Hz, 2H,
H-3'5"); 3,84 (s, 3H, MeO); 3,01 (s, 6H, Nme,).

Seguindo a mesma estratégia como acima, os outros derivados
de 2-(4'-aminofenil)benzotiazole poderdao ser sintetizados
por substituicdo do derivado de anilina substituida
apropriado (por exemplo, 2-, 3- ou 4-metilanilina) e o
derivado de <cloreto de 4-nitrobenzoilo apropriado (por

exemplo, cloreto de 2- ou 3-metil-4-nitro-benzoilo).
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Exemplo 10: Sintese de derivados de BTA sem substituigédo

Via 2: Exemplo da sintese dos compostos BTA-0, -1, -2, que
sdo representativos do grupo de compostos de tioflavina
(Garmaise et al., "Anthelmintic Quaternary Salts. TIII.
Benzotiazoleium Salts" J. Med Chem. 12:30-36 1969) (as
referéncias numéricas dos nomes dos compostos abaixo

referem-se ao esquema de sintese mostrado):

P SH . . _
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. NHZ 8] \ 4 220°C, 4 h P N

Preparagdo de 2-(4-Nitrofenil)benzotiazole

Uma solugao de cloreto de 4-nitrobenzoilo (1,49 g, 8,0
mmol) em benzeno (anidro, 10 mL) foi adicionado gota a gota
a 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 horas. A reacao foi extinta com agua (20
mL). A fase aquosa foil separada e extraida com acetato de
etilo (3 x 10 mL). As fases orgadnicas combinadas foram
secas e evaporadas. O produto bruto foi purificado com
coluna flash (hexano : acetato de etilo = 85:15) para
originar 1,5 g (73,2%) do produto como um sélido amarelo

claro.

Preparagcdo de 2-(4-Aminofenil)benzotiazole
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Uma mistura de 2-(4-nitrofenil)benzotiazole (105 mg, 0,40
mmol) em cloreto de estanho(II) homdgrafo (205 mg, 0,91
mmol) em etanol (20 mL) foi sujeita ao refluxo sob Ny
durante 4 horas. Apdés a remocgado do etanol por evaporacgao
sob vacuo, o residuo foi dissolvido em acetato de etilo (20
mL), e lavado com uma solucao de NaOH (1 N, 3 x 20 mL) e
dgua (3 x 20 mL), seco e evaporado até a secura para

originar 102 mg (97%) do produto.

Preparagdo de 2-(4-Metilaminofenil)benzotiazole e 2-(4-

dimetilaminofenil)benzotiazole

Uma mistura de 2-(4-aminofenil)benzotiazole (15 mg, 0,066
mmol), MeI (9,4 mg, 0,066 mmol) e KyCO; (135 mg, 0,81 mmol)
em DMSO (anidro, 0,5 mL) foi aquecida a 100 °C durante 16
horas. A mistura reacional foi purificada por TLC em fase
reversa (MeOH:H,O = 6:1) para originar 1,5 mg (10%) de 2-
(d—-metilaminofenil)benzotiazole e 2,5 mg (16,7%) de 2-(4-

dimetilaminofenil)benzotiazole.

Preparagdo de 2-(4-Dimetilaminofenil)benzotiazole

A mistura de 2-aminotiofenol (0,5 g, 4,0 mmol), &acido 4-
dimetilaminobenzoico (0,66 g, 4,0 mmol) e PPA (10 g) foi
aquecida até 220 °C durante 4 horas. A mistura reacional
foi arrefecida até a temperatura ambiente e deitada numa
solucdo de carbonato de potdssio a 10% (~400 mL). O residuo
foi recolhido por filtracdo sob pressdo de vacuo para
originar 964 mg do produto, que tinha cerca de 90% de
pureza com base na andlise por 'H RMN. A recristalizacdo de
100 mg em MeOH originou 80 mg do produto puro. 'H RMN (300
MHz, acetona-dg¢) 6: 7,12 (d, J = 7,7 Hz, 1H, H-7); 7,01 (d,
J = 9,0 Hz, 1H, H-4); 6,98 (d, J = 9,1 Hz, 2H, H-2',6");
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6,56 (t, J = 7,8 Hz, J = 7,3 Hz, 1H, H-5 ou H-6); 5,92 (d,
J=28,9 Hz, 1H, H-3',5"'); 2,50 (s, 6H, Nme,).

Seguindo a mesma estratégia como acima, os outros derivados
de 2-(4'-aminofenil)benzotiazole poderdo ser sintetizados
por substituicdo do derivado de cloreto de 4-nitro-benzoilo
apropriado (por exemplo, cloreto de 2- ou 3-metil-4-nitro-
benzoilo) ou o derivado de 4&acido 4-dimetilamino-benzoico
apropriado (por exemplo, acido 2— ou 3-metii-4-

dimetilamino-benzoico).
Exemplo 11: Sintese de compostos iodados

Via 3: Exemplo da sintese de 2-(3'-iodo-4'-aminofenil)-6-
hidroxibenzotiazole, que & representativa para a sintese de
outros compostos iodados (as referéncias numéricas dos
nomes dos compostos abaixo referem-se ao esquema de sintese

mostrado) .

i
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Preparagao de 2-(3'-Iodo-4'—aminofenil)-6-metoxi-

benzotiazole

A uma solucdo de 2-(4'-aminofenil)-6-metoxibenzotiazole (22
mg, 0,09 mmol) em &cido acético glacial (2,0 mL) foi
injetada uma solugdo de cloreto de iodo 1 M em CH,Cl, (0,10
ml, 0,10 mmol, 1,2 equiv.) sob atmosfera de N,. A mistura

reacional foi agitada a temperatura ambiente durante 16
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horas. O &dcido acético glacial foil removido sob pressao
reduzida e o vresiduo foi dissolvido em CHpCl,. Apds a
neutralizagao da solugcdo com NaHCO;, a fase aquosa foi
separada e extraida com CH;Cl,. As fases orgadnicas foram
combinadas e secas sobre MgSO,. A seguir a evaporacao do
solvente, o residuo foil purificado por TLC preparativa
(hexanos : acetato de etilo = 6:1) para originar 2-(4'-
amino-3'-iodofenil)-6-metoxibenzotiazole (25 mg, 76%) como
um sélido castanho. 'H RMN (300 MHz, CDCl;) & (ppm): 8,35
(d, J = 2,0 Hz, 1H),; 7,87 (dd, J; = 2,0 Hz, J, = 9,0 Hz,
1H); 7,31 (4, J = 2,2 Hz, 1H); 7,04 (dd, J = 2,2 Hz, J, =
9,0 Hz, 1H); 6,76 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 3,87 (s, 3H).

Preparacgéao de 2-(3'-Todo-4'—-aminofenil)-6-hidroxi-
benzotiazole
A uma solugao de 2-(4'-amino-3'-iodofenil)-6-

metoxibenzotiazole (8,0 mg, 0,02 mmol) em CH,Cl, (2,0 mL)
foi injetada uma solucdo de BBrs; 1 M em CH;Cl, (0,20 mL,
0,20 mmol) sob atmosfera de N,. A mistura reacional foi
agitada a temperatura ambiente durante 18 horas. Apds a
reacao ter sido extinta com Aagua, a mistura foi
neutralizada com NaHCO;. A fase aquosa foili extraida com
acetato de etilo (3 x 3 mL). As fases organicas foram
combinadas e secas sobre MgSOs. O solvente foi seguidamente
evaporado sob pressdao reduzida e o residuo foi purificado
por TLC (hexanos : acetato de etilo = 7:3) para originar 2-
(3'-iodo-4'"-aminofenil)—-6-hidroxibenzotiazole (4,5 mg, 58%)
como um sé6lido castanho. 'H RMN (300 MHz, acetona-dg) &
(ppm): 8,69 (s, 1H); 8,34 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,77 (dd, J:
= 2,0 Hz, J, = 8,4 Hz, 1H); 7,76 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,40
(d, § = 2,4 Hz, 1H); 7,02 (dd, J, = 2,5 Hz, J, = 8,8 Hz,
1H); 6,94 (d, J = 8,5 Hz, 1lH); 5,47 (largo, 2H). HRMS m/z
367,9483 (M" calc. para Ci3HoN,0SI 367,9480).
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Exemplos Bioldgicos

Exemplo 1:
Determinagdo da Afinidade para AP e Absorgdo cerebral de

Derivados de Tioflavina

Foram efetuados estudos de ligacdo inicial utilizando AB(1-
40) sintético para determinar se o0s quatro compostos
mostrados abaixo se ligam significativamente a locais de

depdsitos de amiloide no cérebro.

Estruturas K logP 2 min 30 min Razao
(nM) ($ID/qg) ($ID/g) 2:30 min
R 8,32 3,17 9,08 3,4 2,7

4

-8,
Ly
§
3 = )
CrCrores
25 11,1 1,65 5,64 0,36 15, 7
HO. o -8 PRS2
WE\:/IQ Yas
H
H e Cin
Q\[\:EQFQ_NH”CH-?‘

4,94 3,90 4,40 2,68 1,6

Os dados mostrados na Tabela 1 indicam que estes compostos
exibiram uma afinidade relativamente elevada para AP, com
valores de Ki < 10 nM, e facilmente entraram no cérebro do
murganho com valores de absorcdao > 0,4% ID/g*kg (ou > 13%
ID/g para animais de 30 g). Além disso, o0s valores da
concentracao de radicatividade cerebral aos 30 min foram
menores que 0,1% ID/g*kg, resultando em razdes de

concentracao > 4 de 2 min a 30 min.

Exemplo 2: Marcagdo de depdsitos de amiloide em cérebro de

murganho post-mortem AD e Tg
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Secgbes de tecido cerebral post-mortem de cérebro com AD e
um murganho PS1/APP transgénico de 8 meses de idade foram
marcadas com BTA-1 nao marcado. O modelo de murganho
PS1/APP combina duas mutacgdes de gene humano conhecidas

como causadoras da doenca de Alzheimer num murganho

duplamente transgénico que deposita fibrilos AP em placas
amiloides no cérebro iniciando tao cedo gquanto 3 meses de
idade. As micrografias de fluorescéncia tipicas séo
mostradas na Figura 8, e a marcacdo das placas amiloides
por BTA-1 tanto em tecido cerebral post-mortem com AD como
em tecido cerebral de PS1/APP é claramente visivel. A
amiloide cerebrovascular foil também claramente marcada
(Fig. 8, a direita). A outra marca neuropatoldgica
caracteristica de cérebro com AD, emaranhados
neurofibrilares (ENF), sao marcados mails fracamente por
BTA-1 em cérebro com AD (Fig. 8, a esquerda). Nao foram

observados ENF em modelos de murganho transgénico de

deposicao amiloide.

Exemplo 3: Marcagdo in vivo e detegdo de depédsitos de

amiloide em murganhos transgénicos

Trés murganhos transgénicos PS1/APP com 17 meses de idade
foram 1injetados intraperitonealmente (ip) com uma dose
unica de 10 mg/kg de BTA-1 numa solugdo de DMSO,
propilenoglicol, e PRS com pH 7,5 (v/v/v 10/45/45). Vinte e
quatro horas mais tarde, foi empregue a microscopia de
fluorescéncia multifotdnica para se obter imagens de alta
resolucdo nos cérebros de murganhos vivos utilizando uma
técnica de janela craniana. As imagens in vivo tipicas de
BTA-1 num murganho PS1/APP vivo sdo mostradas na Figura 9,
e as placas e a amiloide cerebrovascular sao claramente

discerniveis. O0s estudos de microscopia multifotdnica
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demonstram a especificidade in vivo de BTA-1 para AP em

murganhos transgénicos PS1/APP vivos.

Exemplo 4: Especificidade dos Compostos da Invengdo para

placas Alzheimer em relagdo a emaranhados de Alzheimer

De forma a se obter as contribuicgdes relativas da ligacao
de [’HIBTA-1 a depdsitos de AR e tau na matéria cinzenta
frontal de cérebro com AD, a ligacdo de [‘H]BTA-1 foi
comparada em homogeneizados de cdértex entorinal (EC),
matéria cinzenta frontal e cerebelo de um cérebro com AD
tipico e um cérebro de controlo no estdgio II de Braak.
Este cérebro de controlo apresentava numeros frequentes de
ENF no cdértex entorinal (Fig. 5A4), mas sem placas
neuriticas ou difusas em qualquer 4&drea do cérebro (Fig.
11C). Os numeros de ENF no EC do Cntl 04 foram semelhantes
aos numeros encontrados em muitos casos de AD (Fig. 11B). A
ligacdo de [°H]BTA-1 na regido de EC rica em ENF deste
cérebro de Cntl 04 ndo foil maior que a ligacdo de [’H]BTA-1
na placa do cerebelo e livre de ENF e matéria cinzenta
frontal deste cérebro (Figura 11, Tabela). Uma inspecéao
semelhante destas mesmas areas do cérebro num cérebro VI AD
Braak (Figura 11, Tabela), mostrou baixa 1ligacdo no
cerebelo e no EC e niveis superiores a dez vezes mais
elevados na matéria cinzenta frontal onde existem numeros
frequentes de placas neuriticas (Fig. 11D). A patologia
extensiva de ENF no EC dos cérebros de Cntl e AD, em
conjunto com a baixa ligacdo de [H]BTA-1 no EC, sugere que
gquer a ligacdo BTA-1 ao ENF observada a concentracdes de
BTA-1 de 100 nM nao ocorre a 1,2 nM, ou que, a
concentracgdes nanomolares baixas, a quantidade absoluta
total de ligacdo [°H]BTA-1 aos depdsitos de ENF é pequena

em comparacdo com a quantidade de [’H]BTA-1 ligado aos

depdsitos AP nas placas amiloides e cerebrovasculares da
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matéria cinzenta frontal de AD. O cérebro com AD mostrou
depdsitos de placas amiloide difusos no EC (Fig. 11B) que
parecem ndo produzir ligacdo de [°H]BTA-1 significativa. O
cortex frontal tinha placas amiloides extensivas que eram
ambas compactas e difusas e estavam associadas a niveis

elevados de ligacdo de [°H]BTA-1 (Fig. 11D e Tabela).

Exemplo 5: Estudos de entrada no cérebro de murganho in

vivo

As experiéncias para aceder a penetracdo cerebral de 2-(3'-
1251 _iodo-4'-aminofenil)-benzotiazol-6-0l (composto A), 2-(3
['®*F]-fluoro-4-metilamino-fenil)-benzotiazol-6-o0l (composto
B), e 2-[4-(3-'"F-fluoro-propilamino)-fenil]-benzotiazol-6-
ol (composto C), foram conduzidas em murganhos jovens do
tipo selvagem gque nao apresentavam depdsitos amiloides nos
seus cérebros. Este estudo reflete a entrada cerebral e a
libertacgao do tecido cerebral normal. Um critério
necessario para um bom agente de imagem de PET é a rapida
libertacdao das 4reas cerebrais que nao contém o sitio de
ligacdo alvo. Uma medida da taxa de libertacdo da ligacéao
nao especifica é providenciada pela razdao dos valores dos 2

minutos até os 30 minutos (%ID-kg)/g.

Os estudos foram conduzidos em murganhos fémeas Swiss-
Webster (23-35 g) de acordo com o Guide for the Care e Use
of Laboratory Animal adotado pelo NIH e com a aprovacao do
Institutional Animal Care and Use Committee local. Os

murganhos foram injetados numa veia lateral da cauda com
0,37-3,7 MBg (10-100 uCi) de wuma atividade especifica
elevada do Composto A, Composto B ou Composto C (~2,0/umol)
contido em £ 0,10 mL de uma solucdo salina isotdnica a 95%
e 5% de etanol. Os murganhos foram anestesiados e mortos

por excisao cardiaca apds puncao cardiaca para obtencao de
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amostras de sangue arterial aos 2 minutos ou 30 minutos
apdés a injecao. Os cérebros de murganho foram rapidamente
excisados e divididos nas fracdes do cerebelo e a restante
totalidade do cérebro (incluindo o tronco encefdlico). As
amostras de cérebro foram contadas num contador de PpPogo
gama, e as contagens foram corrigidas quanto ao decaimento

125

para o tempo da injecdo relativamente aos padrdes I ou

¥ preparados a partir da solucdo de injecdo para

determinar a ©percentagem de dose 1injetada (%ID) nas
amostras. As amostras de cérebro foram pesadas para

determinar a percentagem da dose 1injetada por grama de
tecido (%ID/g), e esta quantidade foi multiplicada pela
totalidade do peso corporal (em kg) para determinar a
concentracao de radioatividade normalizada para o peso
corporal [(%ID-kg/g] de cada amostra de tecido. O Composto
A, Composto B e Composto C revelaram uma entrada cerebral
relativamente elevada em pontos de tempo iniciais e réapida
libertacdao a pontos de tempo mais tardios. As concentracgdes
de radioatividade (%ID-kg/g) aos 2 minutos e 30 minutos e
nas razdes 2 minutos a 30 minutos sao apresentadas na

Tabela 2 abaixo.

TABELA 2
Conc. Radioatividade | Conc. Radioatividade |2 min./30 min.
A 2 min (%ID-kg/g) A 30 min (%ID-kg/qg) Razdo
Composto A 0,141 0,009 16
Composto B 0,29 0,030 10
Composto C 0,17 0,011 16

Exemplo 7: Estudos de imagiologia de babuino in vivo

Os estudos de 1imagiologia PET em babuinos adultos (Papio
anubis) (pesando 15-35 kg, idades 6-12 anos) foram
conduzidos com o Composto B e o Composto C de acordo com o

Guide for the Care e Use of Laboratory Animals adotado pelo
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NIH e com a aprovagao do Institutional Animal Care e Use
Committee local. Antes da formagdao da imagem PET, o0s
animais foram inicialmente sedados com cetamina (10 - 15
mg/kg, 1.m.), sendo administrada atropina (0,5 mg, i.m.)
para controlar a salivagdo e a taxa cardiaca, e entubados.
Os babuinos foram subsequentemente mantidos num ventilador
com anestésico de isofluorano (0,5-1,25%) e ar médico. Foil
administrado brometo de pancurdnio conforme necessario (de
forma intravenosa, até 0,06 mg/kg/hora, titulado para o
efeito) para manter os animais 1imobilizados durante o
estudo. Foi inserido um cateter na artéria femoral para se
monitorar a pressao sanguinea e amostra de sangue arterial,
e um cateter intravenoso foi colocado na veia antecubital
para injecdo de radio-pesquisador e para se administrar
fluidos conforme necessdrio durante o curso do estudo de
imagiologia. A pressao sanguinea, taxas cardiaca e
respiratdéria, e CO, expirado e nivels de saturagdao de
oxigénio foram monitorizados continuamente durante os
estudos PET. A temperatura corporal retal base (-37 °C) foi
mantida utilizando-se um cobertor de aquecimento (Gaymar,
Orchard Park, NY) e um regulador de temperatura (Yellow
Springs Instruments, Yellow Springs, OH) . Antes do
varrimento, a cabeca do babuino foi fixada de tal forma que
os planos de imagem foram obtidos aproximadamente paralelos

a linha orbital-metal.

Os dados de PET foram obtidos utilizando-se um scanner ECAT
HR+PET (CTI PET Systems, Knoxville, TN) e modo de imagem em
3D (63 laminas paralelas; campo de visao axial de 15,2 cm;
resolucdo no plano metade da méxima para a largura total).
Foi wutilizado um Neuro-Insert (CTI PET Systems) para
reduzir a contribuicdo de eventos de espalhamento de fotéao.
Apds os babuinos terem sido posicionados no scanner PET,
foi obtido um varrimento por transmissdo em janela (10-15

minutos) para correcdo de atenuacdao dos dados de emisséo
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PET utilizando bastdes giratérios °°Ge/°°Ga. O composto B e
o composto C foram administrados de forma intravenosa
durante 20 segundos, e uma série dinédmica de varrimentos
PET foi obtida durante 90 minutos utilizando-se 26 quadros

de comprimento crescente (6 x 20 segundos; 4 x 30 segundos;

6 x 60 segundos; 4 x 5 minutos; 6 x 10 minutos).
Aproximadamente 185 MBg (-5 mCi) de um Composto B ou
Composto C com elevada atividade especifica (> 14,8

GBg/pmol) foram injetados num babuino. Noutros estudos,
foram injetados 148-296 MBg (4-8 mCi) de um radio-
presquisador PET referéncia com elevada atividade
especifica (> 18,5 GBg/Mmol), incluindo quer [''C](+)
McN5652, [carbonil-''CJWAY100635 ou [°Flaltanserina. Os
dados de PET foram reconstruidos utilizando-se um filtro
Hanning (corte Nyquist) e corrigidos para o decaimento,

atenuacao fotdénica e espalhamento.

Um varrimento de MRI foi obtido para cada Dbabuino
utilizando-se um scanner 1,5T GE Sigma (GE Medical Systems,
Milwaukee, WI) equipado com uma bobina padrao. Uma
sequéncia RM volumétrica do tipo "spoiled gradient
recalled" (SPGR) com parédmetros para alto contraste entre a
matéria cinzenta, matéria branca e fluido espino-cerebral

(CSF) foi obtida no plano coronal (TE = 5, TR = 24, A&ngulo

de arremesso = 40°, espessura de lamina = 1,5 mm, NEX = 2,
campo de visdao 12 cm, tamanho de voxel = 0,94 x 1,25 x 1,5
mm). A imagem de RM para cada babuino individuai foi co-

registrada para os dados PET utilizando-se um algoritmo de
registo de imagem automdatico (AIR) para realinhamento e
refatiamento de imagem no modo cruzado. Os 16 quadros
iniciais (0-9 minutos apds injecadao) das imagens PET
dindmicas foram somados em conjunto em imagens consistindo
de um uUnico quadro. Antes do co-registo, ambas as imagens

de MR e as de PET somadas foram editadas utilizando-se o
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pacote de programas ANALYZE (Mayo Clinic, Rochester, MN)
para remover os tecidos extra-cerebrais que poderiam
possivelmente confundir o ©processo de co-registo. As
imagens de MR editadas foram entdo co-registadas para a
imagem somada de PET e re-fatiadas para produzir imagens de
MR com a mesma orientacao espacial e resolucao das imagens
PET somadas. O co-registo de conjuntos de dados de RM e PET
no babuino demonstrou ser uma aplicacdo confidvel e robusta

do método AIR.

As regides de interesse (ROIs) foram definidas na imagem de
MR co-registada e aplicadas aos conjuntos de dados de PET
dindmica para se determinar os dados de atividade no tempo
regional para a matéria Dbranca (matéria branca cerebral
posterior para coértex pré-frontal e anterior para
ventriculos laterais), cdértex temporal, cerebelo (cdédrtex
cerebelar) e outras areas do cérebro (dados ndo mostrados).
Os dados de PET de atividade com o tempo foram convertidos
para unidades de microcuries por mililitro utilizando um
fator de calibracao baseado em espetro e foram
subsequentemente normalizados para a dose injetada e massa

corporal do animal ((%ID- kg) / g).

A Figura 15 mostra uma curva de atividade no tempo de PET
representativa (TAC) de radioatividade em trés regides
cerebrais de um babuino apbdés a injecdo intravenosa do
composto B. As TACs indicam uma excelente penetragdo no
cérebro da radicatividade a pontos no tempo iniciais (cerca
de 0,40% 1ID-kg/g, em acordo razodvel com a penetracao
cerebral do composto B em murganhos a 2 minutos apds a
injegao) em todas as trés regides e libertacgao
relativamente réapida da radioatividade regional de 0-90
minutos apds a injecdo no cérebro deste Dbabuino de
controlo. As regides do cérebro contendo niveis mais altos

de matéria branca demonstraram concentragdes algo mais
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elevadas (-30%) de radiocatividade aos 90 minutos gque as
regides que eram dominadas pela matéria cinzenta tal como o
cértex temporal. A concentragdao de radiocatividade no cértex
de Dbabuino foi aproximadamente idéntica a do coértex
cerebelar em todos o0s pontos no tempo. A taxa de liberacao
da radioatividade foi consideravelmente mais lenta no
cérebro de babuino gue no cérebro de murganho, com o
Composto B exibindo um meio-tempo de liberacdao de cerca de
17 minutos da matéria cinzenta de babuino. O Composto B
radio-pesquisador exibiu uma concentracgao de radioatividade
no cérebro de precoce a tardia no cérebro de babuino de
cerca de 4, indicando que apenas cerca de 25% da
radiocatividade méxima permanecia no cérebro a pontos no
tempo tardios. Estes resultados foram consistentes com a
auséncia esperada de placas de amiloide nos cérebros destes
animais de controlo e indicaram que muito pouca
radiocatividade foi retida no cérebro de babuino normal. A
comparacgcao do comportamento in vivo do composto B em
cérebro de babuino com aquele da entrada e libertacao de
outros radioligandos PET de sucesso numa regido cerebral de
referéncia destituida de sitios de ligacédo especifica (isto

&, cerebelo) foi util.

A Figura 16 compara as TACs cerebelares em babuinos de
[carbonil-""CIWAY100635, [''C](+)-McN5652, ['°Flaltanserina e
Composto B. As taxas de libertacdo de ligacdo nao
especifica relativamente rdpidas de [carbonil-''CIWAY100635
e PBF]altanserina sdo 1mportantes para o sucesso destes
radioligandos de PET para a 1imagiologia de sistemas de
recetor de serotonina 5-HT;a e serotonina 5-HTyx. Em
contraste, a libertacgdo relativamente lenta in vivo de
[*'C] (+)-McN5652 limitou a wutilidade deste radioligando
para a imagiologia do sistema transportador de serotonina.
As propriedades de 1libertacdo cerebral do Composto B

indicaram que a taxa relativamente rdpida de libertacdo néo
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especifica deste radio-pesquisador (ti,, = 17 minutos) foi
semelhante a de outros agentes de imagiologia

neuroreceptores PET uteis.

A Figura 17 mostra uma TAC PET —representativa de
radicatividade em trés regides do cérebro de um babuino
apds a injecdo intravenosa do Composto C. As TACs indicam
excelente penetracdo cerebral da radioatividade a pontos no
tempo iniciais (cerca de 0,22% ID-kg/g, bem de acordo com a
penetracgao cerebral do composto C em murganhos a 2 minutos
apdés a 1injecdo) em todas as trés regides e liberacéao
relativamente alta de radioatividade regional de 0-90
minutos pds injecdo no cérebro deste babuino de controlo.
As regides do cérebro contendo niveis mais elevados de
matéria branca demonstraram concentracdes ligeiramente mais
altas (< 10%) de radicatividade aos 90 minutos que as
regides que eram dominadas pela matéria cinzenta tal como ©
coértex temporal. A concentracgdo da radiocatividade no cértex
de Dbabuino foi aproximadamente idéntica a do coértex
cerebelar em todos os pontos no tempo. A taxa de liberacéao
de radiocatividade foi consideravelmente mais lenta do
cérebro de babuino que a de cérebro de murganho, com o©
Composto C exibindo um meio-tempo de libertacao de cerca de
10 minutos da matéria cinzenta de babuino. O Composto C
radio-pesquisador exibiu uma concentracdo de radiocatividade
no cérebro de precoce a tardia no cérebro de babuino de
cerca de o, indicando que apenas cerca de 15% da
radioatividade méaxima permanecia no cérebro a pontos no
tempo tardios. Estes resultados foram consistentes com a
auséncia esperada de placas de amiloide nos cérebros destes
animais de controlo e indicaram que muito pouca
radicatividade foi retida no cérebro de babuino normal. A
comparacao do comportamento in vivo do Composto C em
cérebro de babuino com o de entrada e libertacadao de outros

radioligandos PET de sucesso numa regido cerebral de
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referéncia destituida de sitios de ligacao especifica (isto

&, cerebelo) foi util.

A Figura 18 compara as TACs cerebelares em babuinos de
[carbonil-""CIWAY100635, [''C](+)-McN5652, ['°Flaltanserina e
Composto C. As taxas de libertacdao de 1ligacdao nao
especifica relativamente rdpidas de [carbonil-''C]WAY100635
e PBF]altanserina sdo 1importantes para o sucesso destes
radioligandos de PET para a imagiologia de sistemas de
recetor de serotonina 5-HT;a e serotonina 5-HTz;. Em
contraste, a libertacdo relativamente lenta in vivo de
[*'C] (+) -McN5652 limitou a wutilidade deste radioligando
para a imagiologia do sistema transportador de serotonina.
As propriedades de libertagdo cerebral do Composto C
indicaram gue a taxa relativamente rdpida de libertacao néao
especifica deste radio-pesquisador (ti,; = 10 minutos) foi
semelhante a de outros agentes de imagiologia

neuroreceptores PET uteis.



REIVINDICACOES

1.Um composto de férmula I

ou um seu sal hidrato ou solvato farmaceuticamente

aceitavel, em que:

RT & hidrogénio, -0OH, -NO,, -CN, -COOR, -0OCH,0R, C;-Cq
algquilo, C;-C¢ alcenilo, Cy;-C¢ alcinilo, C;-C¢ alcoxi ou
halogeno, em que um ou mais dos &tomos de R' é
opcionalmente um atomo radiomarcado;

R & C;-Cs; alquilo, em gue um ou mais dos &tomos de
carbono € opcionalmente um atomo radiomarcado;

R* é um radiofluoro;

R3

é¢ hidrogénio, C;-C¢ alquilo, C;-C¢ alcenilo ou C,—Ce
alcinilo; e
R* é hidrogénio, C1-Ce¢ alquilo, C,-Ce¢ alcenilo ou C,;—-Ce

alcinilo.

2.0 composto da reivindicacdo 1, em que:

R' é —0H ou C;-Cs alcoxi;
R’ & 18F; e

R° e R' sdo independentemente hidrogénio ou C;-Ce

alguilo.

3. Um composto da reivindicacao 2, possuindo a seguinte

estrutura:



4.

G

Uma composicao farmacéutica compreendendo

(1) uma gquantidade efetiva de um composto de qualquer
uma das reivindicacgdes 1-3 e

(1ii) um veiculo farmaceuticamente aceitdvel

Utilizacdo de um composto de acordo com qualgquer das
reivindicacgdes 1-3 para a preparacao de uma composicao
para uso na detecdao de depdsitos de amiloide in vivo

num mamifero.
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Figura 10
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Figura 11

Cntl 04 (Braak Ii) AD 02 (Braak Vi)
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FIGURA 12

Ligagdo de [’H]BTA-1 a Areas Especificas de um Cérebro
Braak II de Controlo (controlo 04) e um Cérebro Braak VI

com AD (AD 02)

Area do Pmol BTA-1/mg p. (média * DP) Valor p**
Cérebro himido Cntl 04 AD 02

EC¥* 0,078 + 0,006 0,082 * 0,008 0,489
Fr* 0,093 £ 0,004 0,887 = 0,011 0,00001
Cb* 0,078 + 0,0001 0,043 + 0,004 0,005

*EC: cdédrtex endotorinal; Fr: Frontal; Cb: cerebelo
** Comparagdo do teste t de Student entre os valores de

controlo e AD
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Figura 13
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