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RESUMO
“COMPOSTOS, COMPOSICOES E METODOS PARA O TRATAMENTO DE
DOENCAS DA AMILOIDE E SINUCLEINOPATIAS TAIS COMO DOENCA DE
ALZHEIMER, DIABETES DO TIPO 2, E DOENCA DE PARKINSON”

Compostos de bis- e tris-diidroxiarilo e seus anadlogos de
metilenodioxi e ésteres farmaceuticamente aceitaveis, sua
sintese, composicdes farmacéuticas contendo-os, e seu Uuso
no tratamento de doencas da amiloide, especialmente
amiloidose da AR, tal como observada na doenca de
Alzheimer, amiloidose do IAPP, tal como observada na
diabetes do tipo 2, e sinucleinopatias, tais como
observadas na doenca de Parkinson, e o fabrico de

medicamentos para tal tratamento.



DESCRICAO
“COMPOSTOS, COMPOSICOES E METODOS PARA O TRATAMENTO DE
DOENCAS DA AMILOIDE E SINUCLEINOPATIAS TAIS COMO DOENCA DE
ALZHEIMER, DIABETES DO TIPO 2, E DOENCA DE PARKINSON”

Area Técnica

Esta invencdo relaciona-se com: novos compostos de bis-
diidroxifenilo e seus sais farmaceuticamente aceitéveis,
composicdes farmacéuticas contendo os mesmos, € seu USO no
tratamento de doencas da amiloide, especialmente doenca da
amiloide AR, tal como observada na doenca de Alzheimer,
doenca da amiloide IAPP, tal como observada na diabetes do
tipo 2, e sinucleinopatias, tais como observadas na doenca
de Parkinson, e no fabrico de medicamentos para tal

tratamento.

Antecedentes da Invencdo

A doenca de Alzheimer é caracterizada pela acumulacdo de um
péptido com 39-43 aminocacidos denominado a proteina -
amiloide ou AR, numa forma fibrilar, existindo como placas
de amiloide extracelulares e como amiloide dentro das
paredes dos vasos sanguineos do cérebro. Acredita-se que a
deposicdo de amiloide AR fibrilar na doenca de Alzheimer é
prejudicial para o ©paciente e leva eventualmente a
toxicidade e morte de células neuronais, marcas
caracteristicas da doenca de Alzheimer. Evidéncia crescente
implica a amiloide, e mais especificamente, a formacéo,
deposicdo, acumulacdo e/ou persisténcia de fibrilas de AR,
como um grande fator causador da patogénese da doenca de
Alzheimer. Adicionalmente, para além da doenca de
Alzheimer, um numero de outras doencas da amiloide envolve
a formacéo, deposicéo, acumulacdo e ©persisténcia de
fibrilas de AR, incluindo sindrome de Down, disturbios

envolvendo angiopatia congofilica, tais como mas ndo se



limitando a, hemorragia cerebral hereditédria do tipo Dutch,
miositose de corpos de inclusédo, deméncia pugilistica,
angiopatia da f-amiloide cerebral, deméncia associada a
paralisia supranuclear progressiva, deméncia associada a
degeneracdo basal cortical e comprometimento cognitivo

leve.

A doenca de Parkinson é outro disturbio humano
caracterizado pela formacdo, deposicdo, acumulacdo e/ou
persisténcia de depdsitos de proteina fibrilar anormais que
demonstram muitas das caracteristicas da amiloide. Na
doenca de Parkinson, acredita-se gque uma acumulacdo de
corpos de Lewy citoplasmaticos consistindo em filamentos de
a-sinucleina/NAC (componente ndo Af) €& importante na
patogénese e como alvos terapéuticos. Novos agentes ou
compostos capazes de inibirem a formacdo, deposicéao,
acumulacdo e/ou persisténcia de o-sinucleina e/ou NAC, ou
romper fibrilas de o-sinucleina/NAC pré-formadas (ou suas
porcdes) sdo considerados como terapéuticas potenciais para
o tratamento do Parkinson e sinucleinopatias relacionadas.
O NAC é um fragmento com 35 aminodcidos da a-sinucleina que
tem a capacidade de formar fibrilas do tipo amiloide quer
in vitro ou como observado nos cérebros de pacientes com
doenca de Parkinson. O fragmento de NAC da o-sinucleina é
um alvo terapéutico relativamente importante pois acredita-
se que esta porcdo da o-sinucleina é crucial para formacéo
de corpos de Lewy como observado em todos oS pacientes com
doenca de Parkinson, sinucleinopatias e disturbios

relacionados.

Uma variedade de outras doencas humanas demonstra também
deposicéao da amiloide e envolve usualmente 6brgéos
sistémicos (i.e. oérgdos ou tecidos situando-se fora do
sistema nervoso central), com a acumulacdo de amiloide

levando a disfuncdo ou falha do 6rgdo. Estas doencas da



amiloide (discutidas em baixo) levando a acumulacdo da
amiloide marcada num numero de diferentes 6rgdos e tecidos
sdo conhecidas como amiloidoses sistémicas. Noutras doencas
da amiloide, podem ser afetados oérgdos Unicos tais como o
pancreas em 90% dos pacientes com diabetes do tipo 2. Neste
tipo de doenca da amiloide, acredita-se que as células beta
nas ilhotas de Langerhans no péncreas sido destruidas pela
acumulacdo de depdsitos de amiloide fibrilar consistindo
principalmente numa proteina conhecida como polipéptido
amiloide das ilhotas (IAPP). Acredita-se que a inibicdo ou
reducéao de tal formacéo, deposicéo, acumulacéado e
persisténcia de fibrila da amiloide IAPP leva a novos
tratamentos eficazes para a diabetes do tipo 2. Na doenca
de Alzheimer, Parkinson e doencas da amiloide “sistémicas”,
ndo existe correntemente nenhuma cura ou tratamento eficaz,
e 0 paciente morre usualmente no espaco de 3 a 10 anos a

partir do inicio da doenca.

As doencas da amiloide (amiloidoses) s&o classificadas de
acordo com o tipo de proteina amiloide presente bem como a
doenca subjacente. As doencas da amiloide tém um nUmero de
caracteristicas comuns incluindo cada amiloide consistindo
num Unico tipo de proteina amiloide. As doencas da amiloide
incluem, mas ndo estdo limitadas a, a amiloide associada a
doenca de Alzheimer, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditdria com amiloidose do tipo Dutch, deméncia
pugilistica, miositose de corpos de inclusdo (Askanas et
al, Ann. Neurol. 43:521-560, 1993) e comprometimento
cognitivo leve (onde a amiloide especifica é referida como
proteina beta-amiloide ou AR), a amiloide associada a
inflamacdo crénica, varias formas de malignidade e Febre
Mediterrédnea Familiar (onde a amiloide especifica é
referida como amiloide AA ou amiloidose associacdo a
inflamacédo), a amiloide associada a mieloma multiplo e

outras discrasias das células B (onde a amiloide especifica



é referida como amiloide AL), a amiloide associada a
diabetes do tipo 2 (onde a proteina amiloide especifica é
referida como amilina ou polipeptideo amiloide das ilhotas
ou IAPP), a amiloide associada a doencas do prido incluindo
doenca de Creutzfeldt-Jakob, sindrome de Gerstmann-
Straussler, kuru e tremor epizodtico animal (onde a
amiloide &especifica ¢é referida como amiloide PrP), a
amiloide associada a hemodidlise a longo prazo e sindrome
do canal cérpico (onde a amiloide especifica ¢é referida
como amiloide de ay,-microglobulina), a amiloide associada a
amiloidose cardiaca senil e Polineuropatia Amiloiddética
Familiar (onde a amiloide especifica ¢é referida como
transtiretina ou pré-albumina), e a amiloide associada a
tumores enddcrinos tailis como carcinoma medular da tiroide
(onde a amiloide especifica ¢é referida como variantes da
pré-calcitonina). Adicionalmente, a proteina o-sinucleina
que forma fibrilas do tipo amiloide, e é positiva gquanto a
vermelho do Congo e Tioflavina S (corantes especificos
usados para detetar depdsitos de amiloide fibrilares), é
encontrada como parte de corpos de Lewy nos cérebros de
pacientes com doenca de Parkinson, doenca dos corpos de
Lewy (Lewy em Handbuch der Neurologie, M. Lewandowski, ed.,
Springer, Berlim pp. 920-933, 1912; Pollanen et al, J.
Neuropath. Exp. Neurol. 52:183-191, 1993; Spillantini et
al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA-95:6469-6473, 1998; Arai et
al, Neurosci. Lett. 259:83-86, 1999), atrofia de sistema
miltiplos (Wakabayashi et al, Acta Neuropath. 96:445-452,
1998), deméncia com corpos de Lewy, e a variante de corpos
de Lewy da doenca de Alzheimer. Para propdsitos desta
divulgacdo, a doenca de Parkinson, devido ao facto de as
fibrilas se desenvolverem nos cérebros de pacientes com
esta doenca (que sdo positivas quanto a vermelho do Congo e
Tioflavina S, e que contém estrutura secundidria beta-

pregueada predominante), €& agora considerada como uma



doenca que também exibe as caracteristicas de uma doenca do

tipo amiloide.

Sabe-se que as amiloidoses sistémicas que incluem a
amiloide associada a inflamacdo crénica, varias formas de
malignidade e febre Mediterrédnea familiar (i.e. amiloide AA
ou amiloidose associada a inflamacdo) (Benson e Cohen,
Arth. Rheum. 22:36-42, 1979; Kamei et al, Acta Path. Jpn.
32:123-133, 1982; McAdam et al, Lancet 2:572-573, 1975;
Metaxas, Kidney Int. 20:0676-685, 1981), e a amiloide
associada a mieloma multiplo e outras discrasias das
células B (i.e. amiloide AL) (Harada et al., J. Histochem.
Cytochem. 19:1-15, 1971), como exemplos, envolvem deposicédo
da amiloide numa variedade de diferentes &érgdos e tecidos
situando-se geralmente fora do sistema nervoso central. A
deposicdo da amiloide nestas doencas pode ocorrer, por
exemplo, no figado, coracdo, baco, trato gastrointestinal,
rim, pele, e/ou pulmdes Johnson et al, N. Engl. J. Med.
321:513-518, 1989). Para a maioria destas amiloidoses, néo
existe cura aparente ou tratamento eficaz e as
consequéncias da deposicéo da amiloide podem ser
prejudiciais para o paciente. Por exemplo, a deposicdo da
amiloide no rim pode levar a falha renal, ao passo que a
deposicdo da amiloide no coracdo pode levar a falha
cardiaca. Para estes pacientes, a acumulacdo da amiloide
nos 6rgdos sistémicos leva a morte eventual geralmente no
espaco de 3-5 anos. Outras amiloidoses podem afetar um
unico érgdo ou tecido tal como observado com os depdsitos
de amiloide AR encontrados nos cérebros de pacientes com
doenca de Alzheimer e sindrome de Down: os depdsitos de
amiloide PrP encontrados nos cérebros de pacientes com
doenca de Creutzfeldt-Jakob, sindrome de Gerstmann-
Straussler, e kuru; os depdsitos de amiloide das ilhotas

(IAPP) encontrados nas ilhotas de Langerhans no pancreas de



90% dos pacientes com diabetes do tipo 2 (Johnson et al, N.
Engl. J. Med. 321:513-518, 1989; Lab. Invest. 66:522 535,
1992); os depdsitos de amiloide oy-microglobulina no nervo
médio levando a sindrome do canal carpico como observado em
pacientes sendo submetidos a hemodidlise a longo prazo
(Geyjo et al, Biochem. Biophys. Res. Comm. 129:701-706,
1985; Kidney Int. 30:385-390, 1986); a amiloide pré-
albumina/transtiretina observada nos coracdes de pacientes
com amiloide cardiaca senil; e a amiloide pré-
albumina/transtiretina observada em nervos periféricos de
pacientes gque tém polineuropatia amiloiddética familiar
(Skinner e Cohen, Biochem. Biophys. Res. Comm. 99:1326-
1332, 1981; Saraiva et al, J. Lab. Clin. Med. 102:590-603,
1983; J. Clin. Invest. 74:104-119, 1984; Tawara et al, J.
Lab. Clin. Med 98:811-822, 1989).

A doenca de Alzheimer coloca também uma pesada carga
econdmica na sociedade. Um estudo recente estimou gque o
custo de cuidado de um paciente com doenca de Alzheimer com
comprometimentos cognitivos graves em casa ou num hospital
residencial ¢é mais do gque $47.000 por ano (A Guide ¢to
Understanding Alzheimer’s Disease and Related Disorders).
Para uma doenca que se pode estender de 2 a 20 anos, o
custo global da doenca de Alzheimer para familias e para a
sociedade ¢é impressionante. O custo econbdmico anual da
doenca de Alzheimer nos Estados Unidos em termos de
despesas de cuidados de satde e saldrios perdidos de
pacientes e cuidadores ¢ estimado em $80 a $100 mil milhdes

(2003 Progress Report on Alzheimer’s Disease).

O hidrocloreto de tacrina (“Cognex”), o primeiro farmaco
aprovado pela FDA para a doenca de Alzheimer, é um inibidor
da acetilcolinesterase (Cutler e Sramek, N. Engl. J. Med.

328:808 810, 1993). No entanto, este farmaco tem mostrado



sucesso limitado na producdo de melhoria cognitiva em
pacientes com doenca de Alzheimer e teve inicialmente
grandes efeitos secundédrios tais como toxicidade no figado.
O segundo farmaco aprovado pela FDA, donezepil (“Aricept”),
que ¢é também um inibidor da acetilcolinesterase, ¢é mais
eficaz do que a tacrina, por demonstracdo de ligeira
melhoria cognitiva em pacientes com doenca de Alzheimer
(Barner e Gray, Ann. Pharmacotherapy 32:70-77, 1998; Rogers
e Friedhoff, FEur. Neuropsych. 8:67-75, 1998), mas ndo se
acredita que seja uma cura. Portanto, é evidente gue existe
uma necessidade de tratamentos mais eficazes para pacientes

com doenca de Alzheimer.

Amiloide como um alvo terapéutico para a doenga de
Alzheimer

A doenca de Alzheimer ¢é caracterizada pela deposicdo e
acumulacdo de um péptido com 39-43 aminodcidos denominado a
proteina Dbeta-amiloide, AR ou R/A4 (Glenner e TWong,
Biochem. Biophys. Res. Comm. 120:885-890,1984; Masters et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4245-4249, 1985; Husby
et al, Bull. WHO 71:105-108, 1993). A AR ¢é derivada por
clivagem por protease de proteinas precursoras maiores
denominadas proteinas precursoras da PR-amiloide (APPs) das
quails existem varias variantes alternativamente spliced. As
formas mais abundantes das APPs incluem proteinas
consistindo em 695, 751 e 770 aminodcidos (Tanzi et al,

Nature 31:528-530, 1988).

O péptido de AR pequeno €& um componente principal que
constitui os depdsitos de amiloide de “placas” nos cérebros
de pacientes com doenca de Alzheimer. Adicionalmente, a
doenca de Alzheimer ¢é caracterizada pela presenca de
numerosos “fios” neurofibrilares, consistindo em filamentos

helicoidais emparelhados que se acumulam anormalmente no



citoplasma neuronal (Grundke-Igbal et al, Proc. Natl. Acad
Sci. USA 83:4913-4917, 1986; Kosik et al, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 83:4044-4048, 1986; Lee et al., Science 251:675-
678, 1991). A marca patoldgica da doenca de Alzheimer ¢é
portanto a presenca de “placas” e “fios”, com a amiloide
estando depositada no nlUcleo central das placas. O outro
grande tipo de lesdo encontrado no cérebro com doenca de
Alzheimer é a acumulacdo de amiloide nas paredes de vasos
sanguineos, quer dentro do paréngquima do cérebro, qgquer nas
paredes de vasos meningeos que se situam fora do cérebro.
Os depdbdsitos de amiloide localizados nas paredes de vasos
sanguineos sdo referidos como amiloide cerebrovascular ou
angiopatia congofilica (Mandybur, J. Neuropath. Exp.
Neurol. 45:79-90, 1986; Pardridge et al., J. Neurochem.
49:1394-1401, 1987)

Durante muitos anos, tem existido um debate cientifico
continuo relativamente a importdncia da “amiloide” na
doenca de Alzheimer, e se as “placas” e “fios”
caracteristicos desta doenca eram uma causa ou meramente
uma consequéncia da doenca. No espaco dos Ultimos anos, o0s
estudos indicam agora que a amiloide é de facto um fator
causador da doenca de Alzheimer e ndo deve ser considerada
como meramente um espectador inocente. Mostrou-se dque a
proteina Af na cultura de células causa degeneracdo de
células do nervo no espaco de curtos periodos de tempo
(Pike et al., Br. Res. b563:311-314, 1991; J. Neurochem.
04:253-265, 1995). 0Os estudos sugerem que ¢é a estrutura
fibrilar (consistindo numa estrutura secundaria em folha {-
pregueada predominante), caracteristica de todas as
amiloides, que ¢ responsavel pelos efeitos neurotdxicos.
Também se descobriu gque a AR ¢é neurotdxica em culturas
laminares do hipocampo (Harrigan et al., Neurobiol. Aging

16:779-789, 1995) e induz morte das células do nervo em



camundongos transgénicos (Games et al., Nature 373:523-527,
1995; Hsiao et al., Science 274:99-102, 1996). A injecdo da
AR do Alzheimer no cérebro de rato também causa
comprometimento de memdéria e disfuncdo neuronal (Flood et
al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:3363-3366, 1991; Br. Res.
663:271-276, 1994).

Provavelmente, a evidéncia mais convincente de que a
amiloide AR estd diretamente envolvida na patogénese da
doenca de Alzheimer vem de estudos genéticos. Descobriu-se
que a producdo de AR pode resultar de mutacdes no gene
codificando o seu precursor, proteina precursora da B-
amiloide (Van Broeckhoven et al., Science 248:1120-1122,
1990; Murrell et al., Science 254:97-99, 1991; Haass et
al., Nature Med. 1:1291-1296, 1995). A identificacdo de
mutacdes no gene da proteina precursora da beta-amiloide
que causa inicio precoce da doenca de Alzheimer familiar é
o argumento mais forte de que a amiloide é fundamental para
0 processo patogenético subjacente a esta doenca. Foram
descobertas quatro mutacdes causadoras de doenca relatadas
que demonstram a importdncia da AR na causa da doenca de
Alzheimer familiar (revisto em Hardy, Nature Genet. 1:233-
234, 1992). Todos estes estudos sugerem que proporcionar um
fdrmaco para reduzir, eliminar ou prevenir a formacéio,
deposicdo, acumulacdo e/ou persisténcia de AR fibrilar nos
cérebros de pacientes humanos servird como uma terapéutica

eficaz.

Doengca de Parkinson e Sinucleinopatias

A doenca de Parkinson é um distUrbio neurodegenerativo que
é patologicamente caracterizado pela presenca de corpos de
Lewy intracitoplasmaticos (Lewy em Handbuch der Neurologie,
M. Lewandowski, ed., Springer, Berlim, pp. 920-933, 1912;
Pollanen et al, J. Neuropath. Exp. Neurol. 52:183-191,
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1993), os principais componentes dos quais sdo filamentos
consistindo em o-sinucleina (Spillantini et al, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 95:06469-6473, 1998; Arai et al., Neurosci.
Lett. 259:83-86, 1999), uma proteina com 140 aminoéacidos
(Ueda et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11282-11286,
1993). Duas mutacdes dominantes na o-sinucleina causando
doenca de Parkinson de inicio precoce familiar foram
descritas sugerindo que o0s corpos de Lewy contribuem
mecanisticamente para a degeneracdo de neurdnios na doenca
de Parkinson e distuUrbios relacionados (Polymeropoulos et
al., Science 276:2045-2047, 1997; Kruger et al., Nature
Genet. 18:106-108, 1998). Recentemente, estudos iIn Vitro
demonstraram que a o-sinucleina recombinante pode de facto
formar fibrilas do tipo corpos de Lewy (Conway et al.,
Nature Med. 4:1318-1320, 1998; Hashimoto et al., Brain Res.
99:301-306,1998; Nahri et al., J. Biol Chem. 274:9843-984¢,
1999). Mais importantemente, ambas as mutacdes de o-
sinucleina ligadas a doenca de Parkinson aceleram este
processo de agregacdo, demonstrando que tais estudos 1in
vitro podem ter relevidncia para a patogénese da doenca de
Parkinson. A agregacdo de alfa-sinucleina e formacdo de
fibrilas preenche 0s critérios de um processo de
polimerizacdo dependente de nucleacdo (Wood et al, J. Biol.
Chem. 274:19509-19512, 1999). A este respeito, a formacéio
de fibrilas de «o-sinucleina assemelha-se aquela das
fibrilas de proteina R-amiloide (AB) . A proteina
recombinante alfa-sinucleina, e componente nao AR
(conhecido como NAC), que é um fragmento de péptido com 35
aminoacidos da o-sinucleina, tém ambos a capacidade de
formar fibrilas quando encubados a 37°C, e s&do positivos
com corantes de amiloide tais como vermelho do Congo
(demonstrando uma birrefringéncia vermelha/verde quando
vistos sob luz polarizada) e Tioflavina S (demonstrando

fluorescéncia positiva) (Hashimoto et al., Brain Res.
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799:301-306, 1998; Ueda et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:11282-11286, 1993).

As sinucleinas sdo wuma familia de pequenas proteinas
neuronais pré-sindpticas compostas por o-, pB-, e y-
sinucleinas, das quais somente agregados de o-sinucleina
foram associados a varias doencas neuroldgicas (Ian et al.,
Clinical Neurosc. Res. 1:445-455, 2001; Trojanowski e Lee,
Neurotoxicology 23:457-460, 2002). O papel das sinucleinas
(e em particular, alfa-sinucleina) na etiologia de um
numero de doencas neurodegenerativas e/ou da amiloide
desenvolveu-se a partir de varias observacdes.
Patologicamente, a sinucleina foi identificada como um
componente principal dos corpos de Lewy, as inclusdes de
marca da doenca de Parkinson, e um seu fragmento foi
isolado de placas amiloides de wuma doenca neuroldgica
diferente, doenca de Alzheimer. Biogquimicamente mostrou-se
que a o-sinucleina recombinante forma fibrilas do tipo
amiloide que recapitularam as caracteristicas
ultraestruturais da alfa-sinucleina isolada de pacientes
com deméncia com corpos de Lewy, doenca de Parkinson e
atrofia de sistemas multiplos. Adicionalmente, a
identificacdo de mutacdes dentro do gene da sinucleina,
ainda que em casos raros da doenca de Parkinson familiar,
demonstrou uma ligacdo 1inequivoca entre patologia da
sinucleina e doencas neurodegenerativas. O envolvimento
comum da o-sinucleina num espetro de doencas tais como
doenca de Parkinson, deméncia com corpos de Lewy, atrofia
de sistemas multiplos e a variante de corpos de Lewy da
doenca de Alzheimer levou a classificacdo destas doencas

sob o termo global de “sinucleinopatias”.

As fibrilas de o-sinucleina da doenca de Parkinson, como as

fibrilas de AR da doenca de Alzheimer, consistem também
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numa estrutura em folha predominantemente p-pregueada.
Portanto, antecipa-se também gue 0S8 composStos que se
descobriu que inibem a formacdo de fibrilas de amiloide AR
da doenca de Alzheimer sejam eficazes na inibicdo da
formacdo de fibrilas de o-sinucleina/NAC, como mostrado a
partir dos Exemplos na presente invencdo. Estes compostos
serviriam também portanto como terapéuticos para a doenca
de Parkinson e outras sinucleinopatias, adicionalmente a
terem eficacia como um terapéutico para a doenca de
Alzheimer, diabetes do tipo 2, e outros disturbios da

amiloide.

A descoberta e identificacdo de novos compostos ou agentes
como terapéuticos potenciais para impedir a formacéo,
deposicdo, acumulacdo e/ou persisténcia da amiloide que
ocorrem na doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson,
diabetes do tipo 11, e outras amiloidoses sédo

desesperadamente procuradas.

WO 02/42429 divulga métodos para o isolamento de compostos
que possuem atividade inibidora da amiloide a partir de
matéria vegetal do género Uncaria, € o uso destes compostos
no tratamento de uma amiloidose, ou uma doenca relacionada

com alfa-sinucleina.
EP 0 324 521 divulga compostos da férmula:

I
Rl-—-f}mﬂv&rﬂ{- oo )ﬂ-——‘ Rg (1)

para uso no tratamento de doencas hematopoiéticas num ser

vivo de sangue guente.



13

Sumdrio da Invencéo

Num primeiro aspeto, a presente invencdo relaciona-se com

compostos da foérmula:

HO - UOH
HO™ OH

ou seu sails farmaceuticamente aceitiveis, onde:
R & um grupo alquileno Cg-Cip, no qual existem:

i) opcionalmente 1 ou 2 ligacodes duplas nao

adjacentes;

ii) 1 a 3 grupos metileno ndo adjacentes estéo
substituidos por NR', O ou S, onde R” é H, acilo Cy.4 ou

algquilo Ci_3; e

iii) 2 grupos metileno estdo substituidos por um grupo

carbonilo ou hidroximetileno

Preferencialmente, o composto é selecionado de:

HO.
mj@\/ £ ]@\/ i N )
H H AN OH
OR g
ot 5.0 YA At b
R OH,

! . . -

::D\’ﬂ\]ji A o HO. OH
8 HH y HOWS KL@:OH Q};{ mﬁ : i .
b H 4 V )

HO'

; OH
o a .
; Q /@ i
Ho_ M *VKN o Hﬁﬁ\/NY‘LNN: :oH 10, o , . 1. &/@D
:}:I-E i o o " , H;Elfkﬁwn X f*f? B
Num segundo aspeto, esta invencéao é composicdes

farmacéuticas compreendendo um composto do primeiro aspeto

desta invencéao e um excipiente farmaceuticamente
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aceitavel, e composicdes farmacéuticas compreendendo um
excipiente farmaceuticamente aceitédvel e, como o Unico
ingrediente ativo, um composto do primeiro aspeto da

invencéo.

Num terceiro aspeto, os compostos do primeiro aspeto sé&o
para uso no tratamento de uma doenca da amiloide ou uma
sinucleinopatia num mamifero, especialmente um humano, por
administracdo de uma gquantidade terapeuticamente eficaz de
um composto do primeiro aspeto desta invencdo, por exemplo

como uma composicdo farmacéutica.

Num quarto aspeto, esta invencdo é o uso de um composto do
primeiro aspeto desta inven¢cdo no fabrico de um
medicamento para os tratamentos de uma doenca de amiloide,

ou uma sinucleinopatia.

Num quinto aspeto, os compostos do primeiro aspeto sé&o
para uso no tratamento da formacdo, deposicdo, acumulacéo
ou persisténcia de fibrilas de amiloide ou fibrilas de

sinucleina.

Num sexto aspeto, esta invencdo ¢ um método in vitro de
tratamento da formacéao, deposicéo, acumulacéao ou
persisténcia de fibrilas de amiloide ou fibrilas de
sinucleina tais <como AR, IAPP, outras amiloides, e
fibrilogénese de o-sinucleina ou NAC. O método inclui o
passo de administracdo no ambiente in vitro de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto desta

invencéao.
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Breve Descrigdo dos Desenhos

A Figura 1 ¢é quatro espetros de dicroismo circular
mostrando exemplos de disrupcdo de fibrilas de AR da doenca
de Alzheimer pelos compostos 4, 12, 51 e 61.

A Figura 2 é um espetro de dicroismo circular mostrando
exemplos de disrupcdo de fibrilas de AR da doenca de
Alzheimer pelo composto 78.

A Figura 3 é trés espetros de dicroismo circular mostrando
exemplos de disrupcdo de fibrilas de AR da doenca de
Alzheimer (de um modo dependendo da dose) pelos compostos
12, 51 e o6l.

Descricdo Detalhada da Invencédo

Definicgdes

Neste pedido, o0s seguintes termos devem ter oS seguintes
significados, sem ter em conta se os termos sdo usados
valentemente noutro lado na literatura ou de outro modo na

técnica conhecida.

“Andlogos de metilenodioxi” referem-se a compostos nos quais
cada um dos pares de fracgdes de hidroxilo adjacentes dos grupos
diidroxiarilo foi substituido por grupos metilenodioxi.Os
compostos de metilenodioxi sdo ilustrados e referidos como
compostos #1B a #86B ou DC-0001B a DC-0086B. Os grupos de
metilenodioxi sdo também grupos protetores intermedidrios
convenientes para as fracdes de diidroxi e ©portanto
acredita-se que estes compostos divulgados servem também
como pré-farmacos eficazes. 0Os andlogos de metilenodioxi

#1B a #80B sdo ilustrados no Exemplo 30.

“Esteres farmaceuticamente aceitéveis” referem-se a
compostos onde as fracdes de  hidroxilo dos grupos

diidroxiarilo dos compostos estdo esterificadas com um
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acido ou acidos que resulta num poli (éster)
farmaceuticamente aceitdvel. Os compostos sdo mostrados no
Exemplo 31 como acetilados, e estes compostos acetilados
sdo ilustrados e referidos como compostos #1C a #86C ou DC-
0001C a DC-0086C;

Espera-se que 0s grupos éster sirvam como grupos protetores
intermedidrios para as fragcdes de hidroxilo e portanto
espera-se que o0s ésteres farmaceuticamente aceitéveis
sirvam como pré-fadrmacos eficazes para os seus compostos de

bis- e tris-diidroxiarilo.

As estruturas qguimicas para cada um dos compostos desta
invencdo sdo mostradas. Os nomes dos compostos sédo
variavelmente nomes IUPAC [nomes derivados de acordo com ©
sistema IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) aceite estabelecido pela coligacdo da Comission
on Nomenclature of Organic Chemistry e a Comission on
Physical Organic Chemistry, como pode ser encontrado em

http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac], nomes derivados de nomes

IUPAC por adicdo ou substituicdo (por exemplo, pelo uso de
“3,4-metilenodioxifenilo” derivado de “fenilo” em vez de
“benzo[l,3]dioxol-5-110"), e nomes derivados dos nomes de
reagentes (por exemplo, pelo uso de “3,4-diidroxianilida do
dcido 3,4-diidroxibenzoico” em vez de “N-(3,4-diidroxi-
fenil)-3,4-diidroxibenzamida”). No entanto, os nomes usados
sdo explicitamente equiparados a estruturas gquimicas, e
acredita-se que sdo prontamente entendidos por uma pessoa

de pericia wvulgar na técnica.

“Mamifero” incluem mamiferos humanos e ndo humanos, tais
como animais de companhia (gatos, cdes, e similares),
animais de laboratdério (tais como camundongos, ratos,
porquinhos-da-india, e similares) e animais de quinta

(gado, cavalos, ovelhas, cabras, suinos, e similares).
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“Excipiente  farmaceuticamente aceitével” significa um
excipiente que ¢é convencionalmente Util na preparacédo de
uma composicdo farmacéutica gque ¢é geralmente seguro, néao
toxico, e desejavel, e inclui excipientes que sé&o
aceitdveis para uso veterindrio bem como para uso
farmacéutico humano. Tais excipientes podem ser sdélidos,
liquidos, semissdélidos, ou, no caso de uma composicdo de

aerossol, gasosos.

“Sal farmaceuticamente aceitdvel” significa um sal que é
farmaceuticamente aceitavel e tem as propriedades
farmacolbgicas desejadas. Tais sais incluem sais que podem
ser formados onde protdes &acidos presentes nos compostos
sdo capazes de reagir com bases inorgdnicas ou organicas.
Sais inorgdnicos adequados incluem aqueles formados com os
metais alcalinos, p.ex. sdédio e potassio, magnésio, céalcio,
e aluminio. Sais orgdnicos adequados incluem aqueles
formados com bases orgdnicas tais como as bases de amina,
p.ex. etanolamina, dietanolamina, trietanolamina,
trometamina, N-metilglucamina, e similares. Tais sais podem
também incluir sais de adicdo é&cida formados com &cidos
inorgdnicos (p.ex. &acidos cloridrico e bromidrico) e &cidos
orgénicos (p.ex. dcido acético, dcido citrico, adcido
maleico, e o0s &cidos alcano- e areno-sulfdénicos tais como
dacido metanossulfénico e 4acido Dbenzenossulfénico). Onde
existem dois grupos acidos presentes, um sal
farmaceuticamente aceitédvel pode ser um mono-acido-mono-sal
ou um di-sal; e similarmente onde existem mais do gque dois
grupos &acidos presentes, alguns ou todos tais grupos podem

estar salificados.

Uma “quantidade terapeuticamente eficaz” significa em geral
a quantidade que, guando administrada a um sujeito ou
animal para tratamento de uma doenca, ¢é suficiente para

afetar o grau desejado de tratamento para a doenca. Uma
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“quantidade terapeuticamente eficaz” ou uma “dosagem
terapeuticamente eficaz” inibe, reduz, perturba, desmonta
preferencialmente a formacdo, deposicdo, acumulacdo e/ou
persisténcia de fibrilas de amiloide ou sinucleina, ou
trata uma doenca associada a estas condigdes, tal como
doenca da amiloide ou uma sinucleinopatia, em pelo menos
20%, mais preferencialmente em pelo menos 40%, ainda mais
preferencialmente em pelo menos 60%, e ainda mais
preferencialmente em pelo menos 80%, em relacdo a um
sujeito ndo tratado. Quantidades eficazes de um composto
desta invencdo ou sua composicdo para tratamento de um
sujeito mamifero sdo cerca de 0,1 a cerca de 1000 mg/Kg de
peso corporal do sujeito/dia, tal como de cerca de 1 a
cerca de 100 mg/Kg/dia, especialmente de cerca de 10 a
cerca de 100 mg/Kg/dia. Acredita-se que uma ampla gama de

dosagens de composicdo divulgadas é segura e eficaz.

“Tratar” ou “tratamento” de uma doenca inclui prevencdo da
ocorréncia da doenca num mamifero que possa estar
predisposto para a doenca mas ndo experiencia ou exibe
ainda sintomas da doenca (tratamento profilético), inibicédo
da doenca (retardamento ou impedimento do seu
desenvolvimento), proporcionar de alivio dos sintomas ou
efeitos secundéarios da doenca (incluindo tratamento
paliativo), e alivio da doenca (causando regressdo da
doenca), tal como por disrupcédo das fibrilas de amiloide ou
sinucleina pré-formadas. Um tal tratamento preventivo pode
ser uso dos compostos divulgados para o tratamento de

comprometimento Cognitivo Ligeiro (CCL).

“NAC” (componente ndo AB) é um fragmento de péptido com 35
aminodcidos da a-sinucleina, que como a a-sinucleina, tem a
capacidade de formar fibrilas do tipo amiloide quando
incubado a 37°C, e é positivo com corantes de amiloide tais

como vermelho do Congo (demonstrando uma birrefringéncia
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vermelha/verde quando visto sob luz polarizada) e
Tioflavina S (demonstrando fluorescéncia positiva)
(Hashimoto et al, Brain Res. 799:301-306, 1998; Ueda et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:11282-11286,1993).
Acredita-se que a 1inibicdo da formacéo, deposicéo,
acumulacdo, agregacdo, e/ou persisténcia das fibrilas de
NAC ¢é +tratamento eficaz para um nUmero de doencas
envolvendo o-sinucleina, tais como doenca de Parkinson,

doenca dos corpos de Lewy e atrofia dos sistema multiplos.

“Fibrilogénese” refere-se a formacdo, deposicdo, acumulacédo
e/ou persisténcia de fibrilas, filamentos, inclusodes,
depdsitos de amiloide, bem como fibrilas, filamentos,
inclusdes, depdsitos de sinucleina (usualmente envolvendo

o-sinucleina) e/ou NAC ou similares.

A M“inibicdo da fibrilogénese” refere-se a inibicdo da
formacdo, deposicdo, acumulacdo e/ou persisténcia de tais
fibrilas de amiloide ou depdbdsitos do tipo fibrila de

sinucleina.

“Disrupcdo de fibrilas ou fibrilogénese” refere-se a
disrupcdo de fibrilas de amiloide ou sinucleina pré-
formadas, que existem usualmente numa estrutura secundéaria
em folha P-pregueada predominante. Tal disrupcgdo por
compostos da invencdo pode envolver reducdo ou desmontagem
marcada de fibrilas de amiloide ou sinucleina como avaliado
por varios métodos tais como espetroscopia de dicroismo
circular, fluorometria de Tioflavina S, ligacdo do vermelho
do Congo, SDS-PAGE/transferéncia de Western, como

demonstrado pelos Exemplos apresentados neste pedido.

Um “agente farmacéutico” ou “agente farmacoldgico” ou
“composicdo farmacéutica” refere-se a um composto ou

combinacéo de compostos usado para tratamento,
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preferencialmente numa forma pura ou guase pura. Na
especificacdo, os agentes farmacéuticos ou farmacoldgicos
incluem os compostos desta invencdo. O0s compostos sé&o
desejavelmente purificados até 80% de homogeneidade, e
preferencialmente até 90% de homogeneidade. Acredita-se que
os compostos e composicdes purificados até 99,9% de
homogeneidade s&o vantajosos. Como um teste ou confirmacéo,
um composto homogéneo adequado em CLAR originaria o que
aqueles peritos na técnica identificariam como uma banda de

pico agudo unico.

Compostos da invencédo

Os compostos desta invencdo séo:

Compostos da férmula:

ou um seu sal farmaceuticamente aceitéavel onde:

R é um grupo alquileno C¢-Cip, no qual existem:

i) opcionalmente 1 ou 2 ligacodes duplas nao

adjacentes;

ii) 1 a 3 grupos metileno ndo adjacentes estédo
substituidos por NR, O ou S, onde R° é H, acilo C,.4 ou

algquilo Ci-3; e

iii) 2 grupos metileno estédo substituidos por um grupo

carbonilo ou hidroximetileno
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Compostos particularmente preferenciais da invencéo

incluem:

(1) 0s compostos que sdo:
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Sintese dos compostos da invencédo
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Os compostos desta invencdo podem ser preparados por
métodos geralmente conhecidos da pessoa de pericia vulgar
na técnica, tendo em conta esse conhecimento e a divulgacédo

deste pedido incluindo Exemplos 1-24.

Os materiais e reagentes de inicio usados na preparacéao
destes compostos estdo disponiveis de fornecedores
comerciais tais como a Aldrich Chemical Company (Milwaukee,
WI), Bachem (Torrance, CA), Sigma (St Louis, MO), ou
Lancaster Synthesis Inc. (Windham, NH) ou s&o preparados
por métodos bem conhecidos de uma pessoca de pericia vulgar
na técnica, seguindo procedimentos descritos em tais
referéncias como Fieser and Fieser’s Reagents for Organic
Synthesis, vols. 1-17, John Wiley and Sons, Nova Iorque,
NI, 1991; Rodd’s Chemistry of Carbon Compounds, vols. 1-5 e
sSups., Elsevier Science Publishers, 1989; Organic
Reactions, vols.1-40, John Wiley and Sons, Nova Iorque, NI,
1991; March J.: Advanced Organic Chemistry, 42 ed., John
Wiley and Sons, Nova Iorque, NI; e Larock: Comprehensive

Organic Transformations, VCH Publishers, Nova Iorque, 1989.

Na maioria dos casos, 0S grupos protetores para 0S grupos
hidroxi s&o introduzidos e finalmente removidos. Grupos
protetores adequados sdo descritos em Greene et al.,
Protective Groups 1in Organic Synthesis, Segunda Edicé&o,
John Wiley and Sons, Nova Iorque, 1991. Um grupo protetor
preferencial é o grupo metilenodioxi, como visto em muitos
dos Exemplos 1-23, e uma ampla variedade de compostos de
metilenodioxifenilo (tais como 3,4-
metilenodioxiacetofenona, 3,4-metilenodioxianilina, 3,4-
metilenodioxibenzaldeido, &cido 3,4-metilenedioxibenzoico,
3,4-metilenodioxibenzonitrilo, acido 3,4-
metilenodioxibenzoico, cloreto de 3,4-

metilenodioxibenzoilo, &cido 3,4-etilenodioxicindmico, 3,4-
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metilenodioxinitrobenzeno, 3,4-metilenodioxifenol, dcido
3,4-metilenodioxifenilacético, 3,4-
metilenodioxifenilacetonitrilo, isocianato de 3,4-
metilenodioxifenilo, brometo de 3,4-
metilenodioxifenilmagnésio, e 3,4-

metilenodioxifenilmetanol) estd comercialmente disponivel.
Outros grupos protetores, tais como o0s grupos benzilo e

metoximetilo, podem ser também usados.

Outros materiais de inicio ou intermedidrios iniciais podem
ser preparados por elaboracdo dos materiais listados acima,
por exemplo, por métodos bem conhecidos de uma pessoa de

pericia vulgar na técnica.

Os materiais de inicio, intermedidrio, e compostos desta
invencdo podem ser isolados e purificados usando técnicas
convencionais, incluindo precipitacéo, nitracéo,
destilacdo, cristalizacdo, cromatografia, e similares. Os
compostos podem ser caracterizados usando métodos
convencionais, incluindo constantes fisicas e métodos

espetroscdpicos.

Farmacologia e Utilidade

Os compostos desta invencdo atuam para inibirem ou
prevenirem a formacdo de fibrilas de amiloide, inibirem ou
prevenirem o crescimento de fibrilas de amiloide, e/ou
causarem desmontagem, disrupcéo, e/ou desagregacdo de
depdsitos de fibrilas de amiloide e proteina amiloide pré-
formados. A sua atividade pode ser medida in vitro por
métodos tais como aqueles divulgados nos Exemplos 25-27,
enquanto a sua atividade in vivo contra doencas da amiloide
pode ser medida em modelos animais, tais como aqueles

modelos de camundongo transgénico de APP qgue mimetizam
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muitas das marcas neuropatoldgicas da doenca de Alzheimer,

e em humanos.

“Doencas da amiloide” ou “amiloidoses” adequadas para
tratamento com os compostos desta invencdo sdo doencas
associadas a formacéo, deposicéo, acumulacéo, ou
persisténcia de fibrilas de amiloide, especialmente das
fibrilas de uma proteina amiloide selecionada do grupo
consistindo em amiloide AR, amiloide AA, amiloide AL,
amiloide IAPP, amiloide PrP, amiloide ooy-microglobulina,
transtiretina, pré-albumina, e pré-calcitonina,
especialmente amiloide AR e amiloide IAPP. Tais doencgas
adequadas incluem doenca de Alzheimer, sindrome de Down,
deméncia pugilistica, atrofia de sistemas mualtiplos,
miositose de corpos de inclusédo, hemorragia cerebral
hereditaria com amiloidose do tipo Dutch, doenca de Nieman-
Pick do tipo C, angiopatia pB-amiloide cerebral, deméncia
associada a degeneracdo basal cortical, a amiloidose da
diabetes do tipo 2, a amiloidose da inflamacdo crénica, a
amiloidose da malignidade e Febre Mediterridnea Familiar, a
amiloidose do mieloma maltiplo e discrasias das células B,
a amiloidose das doencas do prido, doenca de Creutzfeldt-
Jakob, sindrome de Gerstmann-Straussler, kuru, tremor
epizodbtico, a amiloidose associada ao sindrome do canal
carpico, amiloidose cardiaca senil, polineuropatia
amiloiddética familiar, e a amiloidose associada a tumores
enddédcrinos, especialmente doenca de Alzheimer e diabetes do

tipo 2.

Os compostos também atuam para inibirem ou prevenirem a
formacdo de fibrilas de «-sinucleina/NAC, inibirem ou
prevenirem crescimento de fibrilas de o-sinucleina/NAC,
e/ou causarem desmontagem, disrupcdo, e/ou desagregacdo de
depbdsitos proteicos associados a o-sinucleina/NAC e de

fibrilas de o-sinucleina/NAC pré-formados. A sua atividade
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pode ser medida in vitro por métodos similares aqueles
discutidos nos Exemplos 24-26, ou in vivo em modelos
animais, tais como aqueles modelos de camundongo
transgénico de o-sinucleina que mimetizam muitas das marcas

neuropatoldgicas da doenca de Parkinson, e em humanos.

“Doencas da sinucleina” ou “sinucleinopatias” adequadas
para tratamento com os compostos desta invencdo sdo doencas
associladas a formacéao, deposicéo, acumulacéo, ou
persisténcia de fibrilas de sinucleina, especialmente
fibrilas de a-sinucleina. Tais doencas adequadas incluem
doenca de Parkinson, doenca de Parkinson familiar, doencas
dos corpos de Lewy, a variante dos corpos de Lewy da doenca
de Alzheimer, deméncia com corpos de Lewy, atrofia de
sistemas multiplos, e o complexo de Parkinsonismo-deméncia

de Guam.

A razdo terapéutica de um composto pode ser determinada,
por exemplo, por comparacdo da dose que d& atividade anti-
fibrila (anti-amiloide ou anti-o-sinucleina/NAC) eficaz num
modelo in vivo adequado numa espécie de animal adequada tal
como o camundongo, com a dose que d& perda de peso
significativa (ou outros efeitos secundédrios observéaveis)

na espécie de animal de teste.

Composig¢des Farmacéuticas e Administracgdo

Em geral, os compostos da invencdo serdo administrados em
quantidades terapeuticamente eficazes por qualquer um dos
modos usuais conhecidos na técnica, ou individualmente ou
em combinacdo com pelo menos um outro composto desta
invencdo e/ou pelo menos um outro agente terapéutico
convencional para a doenca sendo tratada. Uma gquantidade
terapeuticamente eficaz pode variar amplamente dependendo

da doenca, sua gravidade, da idade e saude relativa do
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animal sendo tratado, da poténcia do(s) composto(s), e
outros fatores. Como agentes anti-fibrila, as quantidades
terapeuticamente eficazes dos compostos desta invencéo
podem variar de 0,1-1000 mg/Kg de peso corporal/dia, tal
como de 1-100 mg/Kg/dia; por exemplo, 10-100 mg/Kg/dia.

Uma pessoa de pericia vulgar na técnica seréa
convencionalmente capaz, e sem experimentacdo indevida,
tendo em conta essa pericia e esta divulgacdo, de
determinar uma guantidade terapeuticamente eficaz de um
composto para o tratamento de uma doenca da amiloide tal
como uma amiloidose ou formacdo de fibrilas de o-

sinucleina/NAC.

Composicdes preferenciais conterdo um composto desta
invencdo que é pelo menos substancialmente puro. Em geral,
“puro” significa mais do que 95% puro, e “substancialmente
puro” significa um composto sintetizado tal que o composto,
como tornado disponivel para consideracdo numa dosagem
terapéutica, tenha somente aquelas impurezas que ndo podem
ser prontamente ou razoavelmente removidas por processos de

purificacdo convencionais.

Em geral, os compostos desta invencdo serdo administrados
como composicdes farmacéuticas por uma das seguintes rotas:
oral, tépica, sistémica (p.ex. transdérmica, intranasal, ou
por supositério), ou parenteral (p.ex. injecéo
intramuscular, subcutédnea, ou intravenosa). As composicbes
podem tomar a forma de comprimidos, pilulas, céapsulas,
semissdlidos, pds, formulacdes de libertacdo sustentada,
solucdes, suspensdes, elixires, aerossdis, ou quaisquer
outras composicdes apropriadas; e compreender pelo menos um
composto desta invencdo em combinacdo com pelo menos um
excipiente farmaceuticamente aceitavel. Excipientes
adequados sdo bem conhecidos de pessoas de pericia vulgar

na técnica, e eles, e o0s métodos de formulacdo das
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composicdes, podem ser encontrados em tais referéncias
padrdo como Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, A. Gennaro, ed., 20°% edicdo, Lippincott, Williams
& Wilkins, Filadélfia, PA. Transportadores liquidos
adequados, especialmente para solucdes injetéveis, incluem
dgua, solucdo salina aquosa, solucdo de dextrose aquosa, €

glicdis.

Em particular, o(s) composto(s) - otimamente somente um tal
composto ¢ administrado em qualgquer forma de dosagem
particular - pode(m) ser administrado(s); oralmente, por
exemplo, como comprimidos, trociscos, pastilhas, suspenséo
aquosa ou oleosa, pds ou granulos dispersiveis, emulsdes,
cédpsulas duras ou moles, ou xaropes ou elixires. As
composicdes destinadas a uso oral podem ser preparadas de
acordo com qualguer método conhecido na técnica para o
fabrico de composicdes farmacéuticas e tais composicbes
podem conter um ou mais agentes selecionados do grupo
consistindo em agentes edulcorantes, agentes aromatizantes,
agentes corantes e agentes conservantes de modo a
proporcionar preparacdes farmaceuticamente elegantes e

saborosas.

Os comprimidos contém o composto em mistura com excipientes
farmaceuticamente aceitaveis ndo tdéxicos que sdo adequados
para o fabrico de comprimidos. Estes excipientes podem ser
por exemplo, diluentes inertes, tais como carbonato de
cédlcio, carbonato de sdédio, lactose, fosfato de céalcio ou
fosfato de sdédio; agentes granulantes e desintegrantes, por
exemplo, amido de milho ou 4&cido alginico; agentes
ligantes, por exemplo, amido de milho, gelatina ou acacia,
e agentes lubrificantes, por exemplo, estearato de magnésio
ou &cido estedrico ou talo. Os comprimidos podem estar né&o
revestidos ou eles podem ser revestidos por técnicas

conhecidas para atrasar a desintegracdo e absorcdo no trato
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gastrointestinal e ©proporcionar desse modo uma acéao
sustentada ao longo de um periodo mais longo. Por exemplo,
um material de atraso no tempo tal como monoestearato de
glicerol ou diestearato de glicerol pode ser empregue. AS
formulacgdes para uso oral podem ser também apresentadas
como capsulas duras de gelatina em gque o composto é
misturado com um diluente sdélido inerte, por exemplo,
carbonato de célcio, fosfato de célcio ou caulim, ou como
cédpsulas moles de gelatina em que o ingrediente ativo ¢é
misturado com Agua ou um meio de 6leo, por exemplo, bleo de

amendoim, parafina liquida ou azeite.

As suspensdes agquosas contém o composto em mistura com
excipientes adequados para o fabrico de suspensdes aquosas.
Tais excipientes s&do agentes de suspensdo, por exemplo,
carboximetilcelulose de sdédio, metilcelulose, celulose de
hidroxipropilmetilo, alginato de sédio,
polivinilpirrolidona, goma tragancanto, e goma acacia;
agentes dispersantes ou molhantes podem ser fosfatideos que
ocorrem naturalmente, por exemplo lecitina, ou produtos de
condensacdo de um ¢xido de alquileno com acidos gordos, por
exemplo estearato de ©polioxietileno, ou produtos de
condensacdo do ¢xido de etileno com alcoois alifaticos de
cadeia longa, por exemplo, heptadecaetilenocoxicetanol, ou
produtos de condensacdo do ¢6xido de etileno com ésteres
parciais derivados de &cidos gordos tais como hexitol tal
como monooleato de sorbitol de polioxietileno, ou produtos
de condensacdo do 6xido de etileno com ésteres parciais a
partir de &cidos gordos e anidridos de hexitol, ©por
exemplo, monooleato de sorbitano de polietileno. As
suspensdes aquosas podem também conter um ou mais
conservantes, por exemplo, p-hidroxibenzoato de etilo ou n-
propilo, um ou mais agentes corantes, um ou mais agentes
aromatizantes, ou um ou mais agentes edulcorantes, tais

como sacarose ou sacarina.
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As suspensdes oleosas podem ser formuladas por suspensdo do
composto num &leo vegetal, por exemplo d6leo de amendoim,
azeite, 6leo de sésamo, ou 6leo de coco ou num 6leo mineral
tal como parafina liquida. As suspensdes oleosas podem
conter um agente espessante, por exemplo, cera de abelha,
parafina dura ou &lcool de cetilo. Agentes edulcorantes,
tais como aqueles estabelecidos em baixo, e agentes
corantes podem ser adicionados para proporcionar uma
preparacdo oral saborosa. Estas composicdes podem ser
conservadas pela adicdo de um antioxidante tal como &acido
ascdérbico. Pdés e gréadnulos dispersiveis adequados para
preparacdo de uma suspensdo aquosa pela adicdo de 4&gua
proporcionam o ingrediente ativo em mistura com um agente
dispersante ou molhante, um agente de suspensdo e um ou
mais conservantes. Agentes dispersantes ou molhantes e
agentes de suspensdo adequados sdo exemplificados por
aqueles Jj& descritos acima. Excipientes adicionais, por
exemplo agentes edulcorantes, e aromatizantes, podem também

estar presentes.

Os compostos da invencdo podem estar também na forma de
emulsdes Oleo-em-adgua. A fase oleosa pode ser um &leo
vegetal, por exemplo azeite ou &éleos de amendoim, ou um
6leo mineral, por exemplo parafina liquida ou misturas
destas. Agentes emulsificantes adequados podem ser gomas
gue ocorrem naturalmente, por exemplo goma de acédcia ou
goma tragacanto, fosfatideos que ocorrem naturalmente, por
exemplo soja, lecitina, e fosfatideos que ocorrem, por
exemplo soja, lecitina, e ésteres ou ésteres parciais
derivados de &cidos gordos e anidridos de hexitol, por
exemplo monooleato de sorbitano, e produtos de condensacédo
dos referidos ésteres parciais com o¢xido de etileno, por
exemplo monooleato de sorbitano de polioxietileno. A
emulsado pode também conter agentes edulcorantes e

aromatizantes. Xaropes e elixires podem ser formulados com
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agentes edulcorantes, por exemplo, glicerol, sorbitol ou
sacarose. Tais formulacdes podem  também conter  um
demulcente, um conservante e agentes aromatizantes e

corantes.

Os compostos da invencdo podem ser também administrados por
injecdo ou infusdo, ou subcutaneamente ou intravenosamente,
ou intramuscularmente, ou intrasternalmente, ou
intranasalmente, ou por técnicas de infusdo na forma de
suspensdo injetédvel ou oleaginosa estéril. O composto pode
estar na forma de suspensdes aquosas ou oleaginosas
injetaveis estéreis. Estas suspensdes podem ser formuladas
de acordo com a técnica conhecida usando agentes
dispersantes ou molhantes e agentes de suspensdo adequados
que foram descritos acima. A preparacdo injetédvel estéril
pode ser também uma solucdo ou suspensdo injetavel estéril
num diluente ou solvente parenteralmente aceitédvel néo
toéxico por exemplo, como uma solucdo em 1,3-butanodiol.
Entre os veiculos e solventes aceitdveis que podem gser
empregues estdo 4&gua, solucdo de Ringer e solucdo de
cloreto de sédio isotdnica. Adicionalmente, bleos estéreis,
fixos sdo convencionalmente empregues como um Solvente ou
meio de suspensdo. Para este propdsito, quaisquer o&leos
fixos brandos podem ser convencionalmente empregues
incluindo mono- ou diglicéridos sintéticos. Adicionalmente,
dcidos gordos tais como A&cido oleico encontram uso na
preparacdo de injetédveis. 0s regimes de dosagem podem ser
ajustados para proporcionar a resposta terapéutica o6tima.
Por exemplo, varias dosagens divididas podem ser
administradas diariamente ou a dosagem pode ser
proporcionalmente reduzida como indicado pelas exigéncias

da situacdo terapéutica.

E especialmente vantajoso formular os compostos na forma de

dosagem unitédria para facilidade de administracdo e
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uniformidade de dosagem. A forma de dosagem unitdria como
usada aqui refere-se a unidades fisicamente discretas
adequadas como dosagens unitdrias para os sujeitos a ser
tratados; contendo cada uma uma quantidade terapeuticamente
eficaz do composto e pelo menos um excipiente farmacéutico.
Um produto de farmaco compreenderd uma forma de dosagem
unitédria dentro de um contentor gue esteja marcado ou
acompanhado por uma etiqueta indicando o método de
tratamento pretendido, tal como o tratamento de uma doenca
da amiloide, por exemplo uma amiloidose tal como doenca de
Alzheimer ou uma doenca associada a formacdo de fibrilas de

a-sinucleina/NAC tal como doenca de Parkinson.

Formulacdes de Libertacdo Sustentada

A invencdo também inclui o uso de formulacdes de libertacéo
sustentada para distribuir os <compostos da presente
invencdo ao alvo desejado (i.e. cérebro ou o6rgédos
sistémicos) a elevados niveis circulantes (entre 1077 e 107°
M) sdo também divulgadas. Numa forma de realizacéo
preferencial para o tratamento da doenca de Alzheimer ou
Parkinson, os niveis circulantes dos compostos sdo mantidos
até 1077 M. Os niveis estdo ou circulantes no paciente
sistemicamente, ou numa forma de realizacdo preferencial,
presentes no tecido do cérebro, e em formas de realizacédo
mais preferenciais, localizados nos depdsitos de fibrilas

de amiloide ou o-sinucleina no cérebro ou outros tecidos.

Entende-se que os niveis de composto s&do mantidos ao longo
de um certo periodo de tempo como € desejado e podem ser
facilmente determinados por um perito na técnica usando
esta divulgacdo e compostos da invencdo. Numa forma de
realizacéo preferencial, a invencéo inclui uma
caracteristica Unica de administracdoc compreendendo uma

formulacdo de libertacdo sustentada tal que um nivel
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constante de composto terapéutico seja mantido entre 107° e

107° M entre 48 a 96 horas nos Soros.

Tais formulacdes de libertacdo sustentada e/ou programada
podem ser feitas por meios de libertacdo sustentada de
dispositivos de distribuicdo que sdo Dbem conhecidos
daqueles de pericia vulgar na técnica, tais como aqueles
descritos nas Patentes dos EUA Nos. 3,845,770; 3,916,899;
3,536,809; 3,598,123; 4,008,719, 4,710,384; 5,674,533;
5,059,595; 5,591,767; 5,120,548; 5,073,543; 5,639,476;
5,354,556 e 5,733,566.

Estas composicdes farmacéuticas podem ser usadas para
proporcionar libertacdo lenta ou sustentada de um ou mais
compostos ativos usando, por exemplo, celulose de
hidroxipropilmetilo, outras matrizes de polimero, géis,
membranas permeaveis, sistemas osmdéticos, revestimentos de
multicamadas, microparticulas, lipossomas, microesferas, ou
similares. Formulacdes de libertacdo sustentada adequadas
conhecidas daqueles peritos na técnica, incluindo aquelas
descritas aqui, podem ser prontamente selecionados para uso
com as composicdes farmacéuticas da invencdo. Assim sendo,
formas de dosagem unitadria adequadas para administracéo
oral, tais como, mas nédo se limitando a, comprimidos,
cadpsulas, céapsulas de gel, pds e similares, que estédo
adaptadas para libertacdo sustentada sdo englobadas pela

presente invencéo.

Numa forma de realizacdo preferencial, a formulacdo de
libertacdo sustentada contém composto ativo tal como, mas
nao se limitando a, celulose microcristalina,
maltodextrina, etilcelulose, e estearato de magnésio. Como
descrito acima, todos 0s métodos conhecidos para
encapsulacdo gue sejam compativeis com propriedades dos

compostos divulgados sdo englobados por esta invencdo. A
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formulacdo de libertacdo sustentada ¢ encapsulada por
particulas ou grédnulos de revestimento da composicédo
farmacéutica da invencéo com espessura varidvel de
polimeros lentamente sollveis ou por microencapsulacéo.
Numa forma de realizacdo preferencial, a formulacdo de
libertacdo sustentada ¢ encapsulada por um material de
revestimento de espessura varidvel (p.ex. cerca de 1 micron
a 200 microns) gue permite a dissolucdo da composicéo
farmacéutica cerca de 48 horas a cerca de 72 horas apbs
administracdo a um mamifero. Noutra forma de realizacdo, o
material de revestimento ¢é um aditivo aprovado para

alimentacéao.

Noutra forma de realizacdo, a formulacdo de 1libertacédo
sustentada é um dispositivo de dissolucdo de matriz que é
preparado por compressdo do farmaco com um transportador de
polimero lentamente sollvel num comprimido. Numa forma de
realizacdo preferencial, as particulas revestidas tém uma
gama de tamanhos entre cerca de 0,1 e cerca de 300 microns,
como divulgado nas Patentes dos E.U.A. Nos. 4,710,384 e
5,354,556.

Cada uma das particulas estd na forma de uma micromatriz,
com o ingrediente ativo uniformemente distribuido ao longo

do polimero.

Formulac®es de libertacdo sustentada tais como aquelas
descritas na Patente dos E.U.A. No. 4,710,384, tendo uma
percentagem relativamente elevada de plastificante no
revestimento de modo a permitir suficiente flexibilidade
para prevenir quebra substancial durante a compressdo s&o
divulgadas. A quantidade especifica de plastificante varia
dependendo da natureza do revestimento e do plastificante
particular wusado. A qguantidade ©pode ser prontamente

determinada empiricamente por teste das caracteristicas de
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libertacdo dos comprimidos formados. Se o medicamento for
liberto demasiado rapidamente, entéao é usado mais
plastificante. As caracteristicas de libertacdo s&do também
uma funcdo da espessura do revestimento. Quando sdo usadas
quantidades substanciais de plastificante, a capacidade de
libertacdo sustentada do revestimento diminui. Assim sendo,
a espessura do revestimento pode ser aumentada ligeiramente
para compensar um aumento na quantidade de plastificante.
Geralmente, o plastificante numa tal forma de realizacédo
estd presente numa gquantidade de cerca de 15 a 30 % do
material de libertacéo sustentada no revestimento,
preferencialmente 20 a 25 %, e a quantidade de revestimento
seréa de 10 a 25% do peso do material ativo,
preferencialmente 15 a 20 %. Qualquer plastificante

farmaceuticamente aceitavel convencional pode ser

incorporado no revestimento.

Os compostos da invencdo podem ser formulados como uma
formulacdo de libertacdo sustentada e/ou programada. Todos
os produtos farmacéuticos de libertacdo sustentada tém um
objetivo comum de melhoria da terapia do farmaco em relacédo
aquela alcancada pelas suas contrapartes ndo sustentadas.
Idealmente, 0 uso de uma preparacao de libertacéo
sustentada otimamente desenhada no tratamento médico é
caracterizado por um minimo de substédncia de farmaco sendo
empregue para curar ou controlar a condicdo. As vantagens
das formulacdes de libertacdo sustentada podem incluir: 1)
atividade expandida da composicédo, 2) frequéncia de dosagem
reduzida, e 3) adeséo do paciente aumentada.
Adicionalmente, as formulacdes de libertacdo sustentada
podem ser usadas para afetar o tempo de inicio da acdo ou
outras caracteristicas, tais como niveis no sangue da
composicdo, e podem assim sendo afetar a ocorréncia de

efeitos secundarios.
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As formulacbdes de 1libertacdo sustentada da invencdo séo
desenhadas para libertarem inicialmente uma quantidade da
composicdo terapéutica que produz prontamente o efeito
terapéutico desejado, e gradualmente e continuamente
libertam outras gquantidades de composicdes para manter este
nivel de efeito terapéutico ao longo de um periodo de tempo
prolongado. De modo a manter este nivel constante no corpo,
a composicdo terapéutica tem de ser liberta da forma de
dosagem a uma taxa gque substituird a composicdo sendo

metabolizada e excretada do corpo.

A libertacdo sustentada de um ingrediente ativo pode ser

estimulada por varios indutores, por exemplo PH,
temperatura, enzimas, agua, ou outras condicbes
fisioldgicas ou compostos. O termo “componente de

libertacdo sustentada” no contexto da presente invencdo é
definido agqui como um composto ou compostos, incluindo, mas
ndo se limitando a, polimeros, matrizes de polimero, géis,
membranas permeédveis, lipossomas, microesferas, ou
similares, ou uma sua combinacdo; que facilita a libertacéo

sustentada do ingrediente ativo.

Se o complexo for soltvel em agua, pode ser formulado num
tampdo apropriado, por exemplo, tampdo fosfato salino, ou
outras solucdes fisiologicamente compativeis.
Alternativamente, se o complexo resultante tiver fraca
solubilidade em solventes aquosos, entdo pode ser formulado
com um tensioativo ndo idénico tal como Tween, ou
polietileno glicol. Assim sendo, ©0s compostos e seus
solventes fisioldgicos podem ser formulados para
administracdo por inalacdo ou insuflacdo (ou através da
boca ou do nariz) ou administracdo oral, bocal, parenteral,

ou retal, como exemplos.
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Preparacdes para administracdo oral podem ser adegquadamente
formuladas para dar libertacdo controlada do composto
ativo. Numa forma de realizacdo preferencial, os compostos
da presente invencdo sdo formulados como pdbds de libertacéo
controlada de microparticulas discretas gue podem ser
prontamente formuladas na forma liquida. O pd de libertacédo
sustentada compreende particulas contendo um ingrediente
ativo e opcionalmente, um excipiente com pelo menos um

polimero ndo tdéxico.

0O pd pode ser disperso ou suspenso num veiculo liguido e
manterd as suas caracteristicas de libertacdo sustentada
durante um periodo de tempo Util. Estas dispersdes ou
suspensdes tém estabilidade quimica e estabilidade em
termos de taxa de dissolucdo. O pbd pode conter um
excipiente compreendendo um polimero, que pode ser soluvel,
insolavel, permeéavel, impermeédvel, ou biodegradivel. Os

polimeros podem ser polimeros ou copolimeros. O polimero

pode ser um polimero natural ou sintético. Polimeros
naturais incluem polipéptidos (p.ex., zeina),
polissacarideos (p.ex., celulose), e 4cido alginico.

Polimeros sintéticos representativos incluem aqueles
descritos, mas ndo se limitando a, aqueles descritos na
coluna 3, linhas 33-45 da Patente dos E.U.A. No. 5,354,556.
Polimeros particularmente adequados incluem aqueles
descritos, mas ndo se limitando a aqueles descritos na
coluna 3, linha 46-coluna 4, linha 8 da Patente dos E.U.A.
No. 5,354,556.

Os compostos de libertacdo sustentada da invencdo podem ser
formulados para administracdo parenteral, p.ex., por
injecdes ou implantes intramusculares para tecidos
subcutdneos e varias cavidades corporais e dispositivos
transdérmicos. Numa forma de «realizacéo, as injecdes

intramusculares sdo formuladas como suspensdes aguosas ou
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oleosas. Numa suspensdo aquosa, o efeito de libertacéo
sustentada é devido a, em parte, uma reducéao na
solubilidade do composto ativo apds complexacdo ou uma
diminuicdo na taxa de dissolucdo. Uma abordagem similar é
tomada com suspensdes e solucdes oleosas, em que a taxa de
libertacdo de um composto ativo é determinada por
particionamento do composto ativo para fora do éleo para o
meio aquoso envolvente. Somente compostos ativos que sejam
soluveis em 6leo e tenham as caracteristicas de particéo
desejadas s&do adequados. Oleos que podem ser usados para
injecdo intramuscular incluem, mas ndo se limitam a, &6leo
de sésamo, azeite, de amendoim, de milho, de améndoa, de

soja, de algoddo e de ricino.

Uma forma altamente desenvolvida de distribuicdo de farmaco
que concede libertacdo sustentada ao longo de periodos de
tempo variando de dias a anos ¢ implantar um dispositivo
polimérico carregando o farmaco subcutaneamente ou em
vadrias cavidades corporais. O material de polimero usado
num implante, gque tem de ser biocompativel e ndo téxico,
inclui mas nédo estd limitado a hidrogéis, silicones,
polietilenos, copolimeros de etileno-acetato de vinilo, ou

polimeros biodegradaveis.

Exemplos

Procedimentos Experimentais Gerais

Todos os solventes foram destilados antes do uso e foram
removidos por evaporacdo rotativa a temperaturas até 35°C.
Silica gel funcionalizada com octadecilo (C18) foi wusada
para cromatografia flash de fase reversa (RP), e silica gel
60, malha 200-400, 40-63 um, da Merck foi wusada para
cromatografia flash com silica gel. A cromatografia de

camada fina (TLC) foi levada a cabo usando DC-plastikfolien
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Kieselgel 60 Fysy da Merck, primeiramente visualizado com
uma lampada de UV, e depois por imersdo numa solucdo de
vanilina (vanilina a 1%, H,SO0, a 1% em etanol), e
aqguecimento. As rotacdes bticas foram medidas num
polarimetro 214 da Perkin-Elmer. Os espetros de massa foram
registados num instrumento MS-80 da Kratos. Os espetros de
RMN, a 25°C, foram registados a 500 ou 300 MHz para 'H e
125 ou 75 para Bc em espectrémetros Varian INOVA-500 ou
VXR-300. 0Os desvios qguimicos sdo dados na escala delta
referenciada em relacdo aos picos do solvente CHCls a 7,25
e CDCls; a 77,0 ppm, (CHs3),CO a 2,15 e (CD3),CO a 30,5 ppm,
ou CH30D a 3,30 e CD3OD a 39,0 ppm.

Condig¢des de CLAR

0 equipamento de CLAR analitica consistiu num
autoamostrador Waters 717, bomba 600 e controlador, e um
detector de UV 2487 controlado por software Omega. As
amostras foram analisadas por uso de uma coluna
semipreparativa RP-18 (C1l8 100A Prodigy de 5 mm, 250 x 4,6
mm, da Phenomenex) com uma coluna guarda (cartucho
SecurityGuard contendo uma coluna de 5 mm, C18 ODS 4 x 3
mm, 5 mm, da Phenomenex) equipada a 30°C. As amostras (5
ml) foram analisadas usando um caudal de fase mével de 5,0

mL/min, com deteccdo de UV a 280 nm.

Método 1
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Método 2
Tempo { CH3CN/H,0 (95:5) contendo §H20 contendo TFA a§
(minutos) TFA a 0,1% § 0,1% :

Exemplo Comparativo 1: 3,4,3',4'-Tetrahidroxibenzoina
(Composto 1; DC-0001) Bis(3,4-metilenodioxi)benzoina
(composto 1B; DC-0001B)

o~ S

Uma solucdo de piperonal (5 g) em etanol (6,5 mL) foi
tratada com uma solucdo de cianeto de potéssio (0,5 g) em
adgua (5 mL), depois submetida a refluxo durante 5 h. O
precipitado resultante foi filtrado, lavado com &gua,
depois cristalizado a partir de etanol para dar DC-0001B
(2,24 g, 45%) como um sdélido cristalino esbranguicado.
'"H-RMN (CDCls) 7,52 (1H, dd, J 2, 8Hz), 7,39 (1H, d, J
2Hz), 6,73 - 6,82 (4H, m), 6,02 (2H, s), 5,91 (2H, m), 5,76
(1H, d, J 6Hz) e 4,51 (1H, d, J 6Hz).

M/z 287 ((M - CH)-, 100%).
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DC-0001B
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Bis(3,4-metilenodioxi)benzilo

Uma mistura de acetato de cobre (20 mg), nitrato de amdbdnio
(660 mg) e DC-0001B (2 g) em &4cido acético ag. (80%, 10 mL)
foi submetida a refluxo durante 90 minutos. A mistura foi
arrefecida, depois vertida em &agua (100 mL) e o produto
extraido em acetato de etilo (2 x 100 mL), seco e evaporado
in vacuo para dar uma goma amarela. A trituracdo a partir
do etanol deu bis(3,4-metilenodioxi)benzilo (1,35 g, 68%)
como um sé6lido amarelo-palido.

'H-RMN 7,48 (2H, dd, J 2, 8Hz) 7,47 (2H, d, J 2Hz), 6,86
(2H, d, J 8Hz) e 6,08 (4H, s).

3,4,3',4'-Tetraidroxibenzilo

A uma solucdo agitada de bis(3,4-metilenodioxi)benzilo (500
mg) em CHyCl, seco (50 mL) sob nitrogénio, foi lentamente
adicionado tribrometo de boro (1,6 mL), depois a agitacéo
continuou durante 3,5 horas adicionais. Metanol (100 mL)
foi adicionado cuidadosamente, depois o solvente evaporou
in vacuo até um volume de 1 mL, esta adicdo e evaporacéo
foi repetida duas vezes mais. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna sobre silica gel quando a eluicéo
com dietiléter em diclorometano deu 3,4,3'",4"'-

tetraidroxibenzilo (217 mg, 47%) como um pd amarelo.
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'H-RMN 9,35 (2H, sl), 8,80 (2H, sl), 7,48 (2H, d, J 2Hz),
7,34 (2H, dd, J 2, 8Hz) e 7,02 (2H, d, J 8Hz). M/z 273 ((M-
H)", 100%).

CLAR (método 2) 31,3 minutos.

3,4,3',4'-Tetraidroxibenzoina (Composto 1; DC-0001)

Uma solucdo do tetraidroxibenzilo (200 mg) em metanol (20
mL) com hidréxido de palddio em carbono (20%, 10 mg) foi
agitada sob uma atmosfera de hidrogénio durante 5 minutos.
A mistura foi filtrada através de Celite, e o0s solventes
removidos in vacuo para dar uma goma laranja. A separacédo
por cromatografia em coluna sobre silica gel eluindo com
acetato de etilo a 20% em diclorometano deu DC-0001 como
uma goma esbranquicada (55 mg, 27%). A recristalizacdo a
partir de metanol/diclorometano deu DC-0001 puro como um pd
esbranquicado (27 mg, 13%).

'H-RMN ((CDs),CO) 7,41 (1H, d, J 2Hz), 7,35 (lH, dd, J 2,
8Hz), 6,75 (1H, d, J 8Hz), 6,73 (1H, d, J 2Hz), 6,69 (lH,
d, J 8Hz), 6,64 (l1H, dd, J 2, 8Hz), 5,69 (1H, dl) e 4,60
(1H, dl).

C-RMN ((CDs),CO) 198,22, 151,41, 145,77, 145,68, 145,43,
132,79, 127,07, 123,92, 120,52, 116,69, 116,20, 115,59,
115,36 e 75,97, M/Z 275 ((M-H)", 100%).

CLAR (Método 1) 7,1 minutos.



42

Exemplo Comparativo 2: 3,4,3',4'-Tetraidroxidifenilmetano

(composto 3; DC-0003)

- o
.ccp.lwgar . oHc—Q;j . %
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DC-0003 pcoooss - ©

Bis(3,4-metilenodioxifenil)metanol

A  uma solucdo de piperonal (0,759g) em solucdo em
diclorometano (25 mL) foi adicionado gota a gota brometo de
3,4-(metileno-dioxi) fenilmagnésio (5 mL, solucdo a 1M em
tolueno/THF). A mistura fol agitada a temperatura ambiente
durante a noite, depois vertida sobre &gua, extraida com
diclorometano, seca e evaporada in vacuo para dar o &lcool
em bruto como uma goma castanha. A purificacdo por
cromatografia em coluna sobre silica gel eluindo com
acetato de etilo em CHy,Cl, (10 a 20%) deu o é&lcool puro
como uma goma branca (1,18 g, 87%).

'H-RMN (CDCls:) 6,7-6,8 (6H, m), 5,93 (4H, s), 5,66 (1H, sl)
e 2,18 (sl).

Bis(3,4-metilenodioxifenil)metano (composto 3B; DC-0003B)

Uma solucéado do adlcool (2,01 g) em metanol (25
mL) /tetraidrofurano (30 mL) foi agitada com Pd(OH),/C (20%,
100 mg) sob uma atmosfera de hidrogénio durante 12 horas. A
mistura foi filtrada através de Celite, depois os solventes

removidos 1in vacuo para dar uma goma castanha (2,4 g). A
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cristalizacdo a partir da acetona deu DC-0003B como
cristais brancos (1,14 g, 44%).
'H-RMN (CDCls) 6,6-6,8 (6H, m), 5,90 (4H, s) e 3,79 (2H,

s) .

3,4,3'",4"'-Tetraidroxidifenilmetano (composto 3; DC-0003)

A uma solucdo agitada de DC-0003B (0,214 mg) em CHyCl, seco
(25 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,4 mL), depois a agitacdo continuou
durante 3,5 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi
adicionado cuidadosamente, depois o solvente evaporou in
vacuo até um volume de 1 mL; isto foi depois repetido 2
vezes mais. O produto foi purificado por cromatografia em
coluna sobre silica gel quando a eluicdo com acetato de
etilo em diclorometano deu DC-0003 (48%) como um sdélido
esbranquicado.

'H-RMN ((CDs),CO) 7,73 (2H, s), 7,66 (2H, s), 6,74 (2H, d, J
8Hz), 6,67 (2H, d, J 2Hz), 6,56 (2H, dd, J 2, 8Hz) e 3,70
(2H, s).

*C-RMN ((CDs),CO) 146,51, 144,80, 135,34, 121,59, 117,45,
116,64 e 41,90, M/z 232 (M, 100%).

CLAR (Método 1) 31,1 minutos.
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Exemplo Comparativo 3: 1,2-bis(3,4-diidroxifenil)etano

(composto 4; DC-0004)

DC-0G01B l

\ . oM oH
OH : OH
H I .
DC-0004

'fat raidroxibenzilo
1,2-bis-(3,4-diidroxifenil)etano (composto 4; DC-0004)

Uma solucdo do tetraidroxibenzilo (ver Exemplo 1) (70 mg)
em metanol (10 mL) com hidréxido de palddio em carbono
(20%, 10 mg) foi agitada sob uma atmosfera de hidrogénio
durante 2 horas. A mistura foi filtrada através de Celite,
e o0s solventes removidos 1in vacuo para dar uma goma
laranja. A separacdo por cromatografia em coluna sobre
silica gel eluindo com acetato de etilo a 20% em
diclorometano deu DC-0004 como uma goma esbranquicada (43
g, 68%).

'H-RMN ((CDs),CO) 7,73 (4H, sl), 6,80 (2H, d, J 8Hz), 6,79
(2H, d, J 2Hz), 6,62 (2H, dd, J 2, 8Hz) e 2,79 (4H, s). M/z
245 ((M-H)', 100%).

CLAR (Método 2) 31,7 minutos.
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Exemplo Comparativo 4: 4,6-bis(3,4-diidroxifenil)-3-ciano-

2-metilpiridina (composto 8; DC-0008)
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DC-0008B
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DC-Q008

4,6-bis(3,4-metilenodioxifenil)-3-ciano-2-metilpiridina

(composto 8B; DC-0008B)

A uma solucdo da chalcona (ver em baixo) (300 mg, 1,0 mmol)
e 3-aminocrotonitrilo (82 mg, 1,2 mmol) em acetonitrilo
seco foi adicionado tert-butdxido de potédssio (560 mg) e a
mistura agitada durante 18 h. A mistura foi depois wvertida
em Aagua, extraida com acetato de etilo, seca e evaporada in
vacuo. A recristalizacdo a partir de diclorometano/éter deu
DC-0008B (152 mg, 42%) como um pd esbranquicado.

'H-RMN (CDC1ls) 7,60 (2H, m), 7,52 (1H, s), 7,10 (2H, m),
6,93 (2, m), 6,07 (2H, s), 6,05 (2H, s) e 2,87 (3H, s).
M/z 359 ((M+1)", 100%).

4,6-bis(3,4-diidroxifenil)-3-ciano-2-metilpiridina

(composto 8; DC-0008).

A uma solucdo agitada de DC-0008B (0,10 g) em CHyCl, seco
(25 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,2 mlL), depois a agitacdo continuou

durante 2 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionado
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cuidadosamente, depois o solvente evaporou 1in vacuo até
volume de 1 mL; isto foi depois repetido 2 vezes mais. O
produto foi depois recristalizado a partir de
metanol/acetona para dar DC-0008 puro como pequenos
cristais amarelos (64 mg, 69%).

'H-RMN ((CDs),CO) 8,19 (1H, s), 7,86 (1H, d, J 2Hz), 7,75
(1, dd, J 2, 8Hz), 7,58 (1H, d, J 2Hz), 7,45 (1H, dd, J 2,
8 Hz), 7,16 (1H, 4, J 8Hz), 7,13 (1H, d, J 8Hz), e 2,73
(3H, s).

M/z 335 ((M +1)°, 100%)

CLAR (método 2) 31,8 minutos.

Bis (3,4-metilenodioxi)chalcona (composto 6B; DC-0006B)

0 o 9
0 ! o 0 P Q
o A — ot
Y N o) o
" DC-0006B
Uma mistura de piperonal (460 mg) e 3,4-

metilenodioxiacetofenona (500 mg) em etanol (20 mL) foi
tratada com solucdo de NaOH a 1M (4 mL), depois a mistura
foi agitada durante a noite. O sélido cristalino amarelo-
palido foi filtrado, lavado com &agua, depois etanol aquoso
frio e seco para dar bis(3,4-metilenodioxi)chalcona DC-
0006B pura (476 mg, 53%).

'H-RMN (CDCls) 7,72 (1H, d, J 16Hz), 7,64 (lH, dd, J 2,
8Hz), 7,52 (1H, 4, J 2Hz), 7,33 (1H, 4, J 1le6Hz), 7,16 (1H,
d, J 2Hz), 7,12 (1H, dd, J 2, 8Hz), 6,89 (1H, d, J 8Hz),
6,84 (lH, d, J 8Hz), 6,06 (2H, s) e 6,03 (2H, s).

M/z 297 ((M+1)", 100%).
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Exemplo Comparativo 5: 1,4-bis(3,4-

diidroxibenzil)piperazina (composto 9; DC-0009)

Método 1 - através de compostos protegidos por

metilenodioxi

. - >
<OI:I/\C_' VA <:D/\NM\/©[°

DC-0009B .

OH
HO. ' N/::/N\/GEOH
IT
DC-0009

1,4-bis-(3,4-metilenodioxibenzil)piperazina (DC-0009B)

A uma solucdo de piperazina (207 mg) em DMF seco (5 mL) sob
nitrogénio foi adicionado hidreto de sdédio (80% p/p em
6leo, 250 mg) , seguido de cloreto de 3,4~
metilenodioxibenzilo (0,90 g) e a mistura agitada a
temperatura ambiente durante a noite. NaOH agquoso (50 mL,
1M) foi adicionado lentamente, depois solucdo de NaCl
saturada (50 mL) e o produto extraido com diclorometano (2
x 100 mL). A camada orgénica foi lavada com &gua (2 x 100
mL), seca e evaporada in vacuo para dar um sdélido branco. A
cromatografia em coluna eluindo com proporcgdes crescentes
de éter em diclorometano deu DC-0009B puro (0,68 g, 80%)
como um pd branco.

'H RMN (CDCls) 6,85 (2H, s), 6,70 (4H, s), 5,94 (4H, s),
3,42 (4H, s) e 2,45 (8H, sl). M/z 355 ((M+1)", 100%).

1,4-bis-(3,4-diidroxibenzil)piperazina (DC-0009)

A uma solucdo agitada de DC-0009B (200 mg) em CH,Cl, seco
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(25 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,6 mL), depois a agitacdo continuou
durante 30 minutos adicionais. Metanol (50 mL) foi
adicionado cuidadosamente, depois o solvente evaporou in
vacuo até um volume de 1 mL, e esta adicdo e evaporacdo foi
repetida duas vezes mais. A purificacdo por cromatografia
em coluna sobre silica gel eluindo com metanol a 20% em
clorofédrmio deu uma fracdo contendo o produto DC-0009 em
bruto (51 mg, 27%) como um pd branco.

'H RMN (CDs),CO) 6,88 (2H, d, J 2Hz), 6,78 (2H, d, J 8Hz),
6,67 (2, dd, J 2, 8Hz), 3,36 (4H, s) e 2,50 (8H, sl).

¢ RMN (CDs),CO) 146,50, 145,85, 131,17, 122,15, 117,78,
116,44, 63,72 e 54,23, M/z 331 ((M+H)", 100%).

CLAR (Método 2) 3,79, 3,22 minutos para as formas mono e di

protonadas.

Método 2 - através de compostos protegidos por metoxi

H3CO. / \ - - 3
3 cl HN NH DMF, 100°C
‘ o S/ 8h
HyCO
DAU/\Q:OCHS
H,CO OCH,
HBer (48%) 1450 C
— N\_/"

DC-0009

Cloreto de 3,4-dimetoxibenzilo

Alcool de 3,4-dimetoxibenzilo (20 g, 119 mmol) foi
dissolvido em tolueno (60 mL) e arrefecido até 0°C. Cloreto

de tionilo (7,48 g, 61,4 mmol) foi adicionado gota a gota a
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solucdo arrefecida do &lcool ao longo de um periodo de 30
minutos, e a reacdo fol mantida a 0°C durante 30 minutos
adicionais. A reacdo foi extinta por derramamento em
mistura de gelo/4dgua (100 mL), e a fase orgdnica foi
separada. A fase aquosa foi depois extraida em tolueno (2 x
20 mL) e a solucdo de tolueno combinada foi seca sobre
sulfato de sédio anidro. O tolueno foi removido a pressédo
reduzida para originar um &éleo que solidificou apbs
repouso, com um rendimento de 21 g. O material foi
caracterizado como um ponto Unico por cromatografia de

camada fina (TLC).

1,4-Bis(3,4-dimetoxibenzil)piperazina

Cloreto de 3,4-dimetoxibenzilo (10 g, 53,6 mmol) foi
combinado com piperazina (2,3 g, 26,8 mmol) em DMF anidro
(30 mL) e aguecido com agitacdo sob nitrogénio durante 8
horas a 95-100°C. A mistura reacional arrefecida foi
diluida com &agua (100 mL) e acidificada até pH 1 com &cido
cloridrico concentrado. O precipitado branco foi recolhido
por filtracdo e lavado com &gua (50 mL). O sdélido foi
ressuspenso em agua (50 mL) e o pH ajustado para >9 pela
adicdo gota a gota de solucdo de hidréxido de sédédio (NaOH a
50% em &gua). O sdélido branco resultante foi recolhido por

filtracdo e seco sob vacuo a 50°C, rendimento 10 g.

1,4-Bis(3,4-diidroxibenzil)piperazina (DC-0009)

1,4-Bis (3,4-dimetoxibenzil)piperazina (5 g, 12,95 mmol) foi
combinada com acido bromidrico (50 mL de solucdo a 48% p/p
em agua) e a solucdo agquecida lentamente ao longo de 1 hora
até 145°C. A reacdo foli mantida a 145°C durante 12 h,
altura em que a TLC revelou desaparecimento do material de

inicio. A solucdo arrefecida foi diluida com agua (200 mL),
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cuidadosamente neutralizada com hidrogenocarbonato de sdédio
aquoso saturado, e acetato de etilo (100 mL) adicionado. A
mistura de solvente aquosa em bruto foi filtrada através de
Celite e a camada de acetato de etilo separada. A camada
aquosa foi extraida com acetato de etilo (2 x 50 mL), e os
extratos combinados lavados com &gua (50 mL), e secos
(NayS04) . O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o
residuo recristalizou a partir de tolueno e cetona de
metilo e etilo para originar o produto, DC-0009, 100 mg
(98%, puro por andlise de CLAR).

Exemplo Comparativo 6: N,N'-bis(3,4-diidroxibenzil) -trans-

1,2-diaminociclohexano (composto 12; DC-0012)

oj::rmo E:Imm NH
. L ——
<0 N, .
DC-0012B
. OH
’/QFOH
CL,
NH
OH
DC-0012
OH

N,N'-bis(3,4-metilenodioxibenzil) -trans-1,2-

diaminociclohexano (composto 12B; DC-0012B)

A uma solucdo de piperonal (0,8 g, 5,3 mmol) e 1,2-
diaminociclohexano (0,296 g, 2,6 mmol) em metanol seco (25
mL) foi adicionado cianoboroidreto de sdédio (0,38 g, 6
mmol) e a mistura agitada durante 48 h. A mistura foi
filtrada e o0s solventes removidos in vacuo para dar o
produto em bruto. A cristalizacdo a partir do metanol deu

DC-0012B como um sdélido cristalino esbranguicado (0,298 g,
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30%). 'H-RMN (CDCls) 6,83 (2H, s), 6,75 (4H, s), 5,94 (4H,
m), 3,80 (2H, 4, J 13Hz), 3,56 (2H, d, J 13Hz), 2,22 (2H,
m), 2,18 (2H, m), 1,74 (4H, m), 1,22 (2H, m) e 1,02 (2H,

m) .

N,N'-bis(3,4-diidroxibenzil) -trans-1,2-diaminociclohexano

(composto 12; DC-0012)

A uma solucdo agitada de DC-0012B (0,25 g) em CHyCl, seco
(25 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,31 mL), depois a agitacdo continuou
durante 4 horas adicionais. Metanol (100 mL) foi adicionado
cuidadosamente, depois o solvente evaporou in vacuo até um
volume de 1 mL; esta adicdo e evaporacdo foi depois
repetida duas vezes mais, e depois agua (2 mL) foi
adicionada e o produto liofilizado para dar DC-0012 como um
s6lido castanho-palido (150 mg, 64%).

'H-RMN (D,0) 6,88 (2H, s la), 6,84 (2H, d, J 8Hz), 6,76
(2H, 4d la, J 8Hz), 4,20 (2H, 4, J 13 Hz), 3,98 (2H, d, J 13
Hz), 3,41 (2H, s la), 2,24 (2H, s la), 1,74 (2H, s la),
1,63 (2H, s la) e 1,40 (2H, s la). M/z 359 ((M+1)", 100%).
CLAR (Método 2) 8,2 minutos.
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Exemplo Comparativo 7: 2,4-bis(3,4-diidroxibenzil) -3-

tropinona (composto 19; DC-0019)

DC-0019 DC-0019B

Uma mistura de tropinona (418 mg, 3 mmol) e 3,4-
metilenodioxibenzaldeido (900 mg, 6 mmol) em etanol (20 mL)
foi tratada com solucdo de NaOH a IM (4 mL), e depois a
mistura foi agitada durante a noite. 0 sdélido cristalino
amarelo foi filtrado, lavado com &gua, depois etanol agquoso
frio, e seco para dar DC-0019P puro (938 mg, 77%).

'H-RMN (CDCls) 7,73 (2H, s), 6,88 (6H, m), 6,02 (4H, s),
4,39 (2H, m), 2,60 (2H, m), 2,31 (3H, s) e 1,98 (2H, g, J
8Hz) .

M/z 404 ((M+1)", 100%).

2,4-bis(3,4-metilenodioxibenzil)-3-tropinona (composto 19B;

DC-0019B)

Uma mistura de DC-0019P (500 mg, 1,24 mmol) e Pd/C a 10%
(100 mg) em acetato de etilo (50 mL) foi agitada durante a
noite sob uma atmosfera de hidrogénio. A mistura foi
filtrada através de Celite e evaporada in vacuo. A
cristalizacdo do residuo a partir de diclorometano/éter deu
DC-0019B puro (366 mg, 72%) como um sdé6lido cristalino

branco.
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'H-RMN (CDCls) 6,69 (2H, d, J 8Hz), 6,61 (2H, d, J 2Hz),
6,58 (2H, d4dd4, J 2, 8Hz), 5,90 (4H, s), 3,17 (4H, m), 2,86
(2H, m), 2,36 (3H, s), 2,24 (2H, 4ad, J 8, 12Hz), 1,83 (2H,
m) e 1,60 (2H, g, J 8Hz).

M/z 408 ((M+1)", 100%).

2,4-bis(3,4-diidroxibenzil)-3-tropinona (composto 19; DC-
0019)

A uma solucdo agitada de DC-0019B (0,10 g) em CH,Cl, seco
(25 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,2 mL), depois a agitacdo continuou
durante 2 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionado
cuidadosamente, depois o solvente evaporou in vacuo até um
volume de 1 mL, isto foi repetido 2 wvezes mais. O produto
foi cristalizado a partir do metanol para dar DC-0019 puro
(42 mg, 45%) como um sélido branco.

'H-RMN (D,0) 6,75 (2H, d, J 8Hz), 6,68 (2H, d, J 2Hz), 6,59
(2H, dd, J 2, 8Hz), 3,84 (2H, sl), 3,31 (4H, s), 3,07 (2H,
dd, o, 14Hz), 2,82 (3H, s), 2,37 (dd, J 8, 14Hz) e 2,05
(2H, d 8Hz). M/z 384 ((M+1)", 100%).

CLAR (método 2) 30,9 minutos.
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Exemplo Comparativo 8: 3,4-diidroxibenzilamida do acido a-
(3,4-diidroxibenzamido)-3,4-diidroxicindmico (composto 21;

DC-0021)

{:ﬁ:Lmﬁ- {](:Lymx — | {j::Ltizj"<:;1
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DC-0021 DC-0021B

2-(3,4-metilenodioxifenil)-4-(3,4-
metilenodioxibenzilamino)metileno-4H-oxazol-5-ona (DC-

0021P)

A DC-0021P ¢ também referida como DC-0022B, e esté
comercialmente disponivel. Foi preparada a partir do &cido
(3,4-metilenodioxibenzoil)aminoacético [4cido 3,4-
metilenodioxihiplrico] (preparado pelo método de Acheson et
al., J. Chem. Soc. Abstracts, 1960:3457-3461, a partir do
4dcido 3,4-metilenodioxibenzoico), por reacao com
piperonaldeido usando o método descrito por Van der Eycken
et al., Tet. Lett., 30(29):3873-3876, 1989.

'H-RMN (CDCls) 8,09 (1H, d, J 2Hz), 7,75 (1H, dd, J 2,
8Hz), 7,62 (1H, d, J 2Hz), 7,45 (1H, dd, J2, 8Hz), 7,12
(1, s), 6,94 (1H , d, J 8Hz), 6,90 (1H, d, J 8Hz), 6,11
(2H, s) e 6,08 (2H, s).

m/z 338 (M+H) .
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3,4-metilenodioxibenzil-amida do acido a-(3,4-
metilenodioxibenzamido)-3,4-metilenodioxicindmico (composto

21B; DC-0021B)

Uma mistura de DC-0021P (250 mg, 0,74 mmol) e 3,4-
metilenodioxibenzilamina (0,112 g, 0,74 mmol) em &cido
acético (glacial, 3 mL) foi aquecida sob refluxo durante 30
minutos. A reacdo foi extinta com acetato de etilo, lavada
com bicarbonato de sdédio, seca e evaporada in vacuo para
dar o produto em bruto. A purificacdo por cromatografia em
coluna, eluindo com hexano/acetato de etilo (50/50),
seguida de recristalizacdo a partir de etanol/adgua deu DC-
0021B puro (218 mg, 60%).

'H-RMN ((CDs),CO) 9,09 (1H, sl), 8,06 (l1H, tl, J 7Hz), 7,70
(1H, dd, J 2, 8Hz), 7,56 (1H, d, J 2Hz), 7,37 (1H, s), 7,16
(1, 4, J 2Hz), 7,08 (1H, dd, J 2, 8Hz), 7,00 (1H, d, J
8Hz), 6,94 (1H, 4, J 2H=z), 6,86 (1H, 4, J 8 Hz), 6,84 (1H,
dd, Jz2, 8Hz), 6,77 (1H, d, J 8Hz), 6,14 (2H, s), 6,02 (2H,
s), 5,98 (2H, s) e 4,43 (2H, d, J 7Hz).

M/z 489 ((M+1)', 100%).

3,4-diidroxibenzilamida do Acido a-(3,4-diidroxibenzamido) -

3,4-diidroxicindmico (composto 21; DC-0021)

A uma solucdo agitada de DC-0021B (85 mg) em CHyCl, seco
(20 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,2 mL) depois a agitacdo continuou
durante 2 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionado
cuidadosamente, depois o solvente evaporado in vacuo até um
volume de 1 mL; 1isto foi repetido 2 wvezes mais. A
purificacdo por cromatografia em coluna sobre silica gel
eluindo com metanol a 20% em clorofdédrmio deu DC-0021 puro

como um sé6lido amarelo-palido (42 mg, 53%).
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'H-RMN ((CDs),CcO) 7,75 (1H, d, J 2Hz), 7,63 (lH, dd, J 2,
8Hz), 7,50 (1H, s), 7,34 (1H, d, J 2Hz), 7,12 (1H, dd, J 2,
8 Hz), 7,00-7,04 (2H, m), 6,91 (1H, d, J 8Hz), 6,80 - 6,85
(2H, m) e 4,68 (2H, s). M/z 451 ((M-1)", 100%).

CLAR (método 2) 27,1 minutos.

Exemplo Comparativo 9: 1,4-bis(3,4-

diidroxibenzoil)piperazina (composto 23; DC-0023)

DC-0021B
1
.0
H%I:j/kWAj < OH
HO k,mTE:I;H
: 0
DC0023

Hf:lH 'Mbmji:[§ - gj:jﬁi{:lm)::fi

1,4-bis(3,4-metilenodioxibenzoil)piperazina (composto 23B;

DC-0023B)

Uma suspensdo de acido piperonilico (0,5 g) em cloreto de
tionilo (15 mL) foi submetida a refluxo durante 1 h sob
nitrogénio, gquando uma solucdo limpida se formou. Os
solventes foram removidos in vacuo para dar o cloreto de
dcido como um s6lido branco. O sélido foi dissolvido em
diclorometano seco (7 mL) e adicionado gota a gota a uma
solucdo agitada de piperazina (0,13 g) em diclorometano
seco (20 mL) contendo piridina (0,5 mL). A mistura foi
submetida ao refluxo durante 30 minutos, diluida com mais
diclorometano (50 mL), depois lavada com HCl aquoso (1M, 50
mL) seguida de NaOH aquoso (1M, 50 mL), seca e evaporada in
vacuo para dar o produto em bruto. A cristalizacdo a partir

de metanol/édgua deu DC-0023B como um sbélido branco (532 mg,



57

92%). 'H-NMR (CDCls) 6,80 - 6,96 (6H, m), 6,00 (4H, s), e
3,62 (8H, sl).

1,4-bis(3,4-diidroxibenzoil)piperazina (composto 23; DC-

0023)

A uma solucdo agitada de DC-0023B (0,20 g) em CHyCl, seco
(25 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,4 mlL), depois a agitacdo continuou
durante 2 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionado
cuidadosamente, depois o solvente evaporou in vacuo até um
volume de 1 mL, isto foi repetido 2 vezes mais. O produto
foi cristalizado a partir de metanol/diclorometano para dar
DC-0023 puro (141 mg, 75%) como um sdé6lido branco.

'H-RMN (CDsOD) 6,88 (2H, s), 6,81 (4H, s) e 3,66 (8H, s).
M/z 357 ((M-H)', 100%).

Exemplo Comparativo 10: N,N'-bis(3,4-diidroxibenzoil) -

trans-1,2-diaminociclohexano (composto 26; DC-0026)

ety — DO
'  DC-0026B 1
mogi e

DC-0026

N,N'-bis(3,4-metilenodioxibenzoil) -trans-1,2-

diaminociclohexano (composto 26B; DC-0026B)

Uma suspensdo de &acido piperonilico (0,5 g) em cloreto de
tionilo (15 mL) foi submetida a refluxo durante 1 h sob

nitrogénio, gquando uma solucdo limpida se formou. Os
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solventes foram removidos in vacuo para dar o cloreto de
acido como um s6lido branco. O sdélido foi dissolvido em
diclorometano seco (7 mL) e adicionado gota a gota a uma
solucdo agitada de trans-1,2-diaminociclohexano (0,17 g) em
diclorometano seco (20 mL) contendo piridina (0,5 mL). A
mistura foi submetida ao refluxo durante 30 minutos,
diluida com mais diclorometano (50 mL), depois lavada com
HC1 aquoso (1M, 50 mL), seguida de NaOH aquoso (1M, 50 mL),
seca e evaporada in vacuo para dar o produto em bruto. A
cristalizacdo a partir de metanol/&dgua deu DC-0026B como um
sélido branco (544 mg, 94%).

'H-RMN (CDCls) 7,27 (2H, m), 6,77 (2H, d, J 8Hz), 6,67 (2H,
sl), 5,98 (4H, s), 3,92 (2H, sl), 2,20 (2H, dl), 1,80 (2H,
sl) e 1,38 (4H, ml).

N,N'-bis(3,4-diidroxibenzoil) -trans-1,2-diaminociclohexano

(composto 26; DC-0026)

A uma solucdo agitada de DC-0026B (0,20 g) em CH;Cl, seco
(25 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,4 mL), depois a agitacdo continuou
durante 2 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionado
cuidadosamente, depois o solvente evaporou in vacuo até um
volume de 1 mlL, esta adicdo e evaporacdo foil repetida duas
vezes mais. O produto foi <cristalizado a partir de

)

o°

metanol/diclorometano para dar DC-0026 puro (16l mg, 86
como um sé6lido branco.

'H-RMN (CDs0D) 7,18 (2H, s), 7,11 (2H, d, J 8Hz), 6,73 (24,
d, J 8Hz), 3,89 (2H, m), 2,06 (2H, m), 1,83 (2H, m) e 1,44
(2H, m).

M/z 385 ((M -H)", 100%).

CLAR (Método 1) 30,9 minutos.
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Exemplo Comparativo 11: 3,4-diidroxianilida do &cido 3,4-

diidroxibenzoico (composto 51; DC-0051)

Método 1 - através de compostos protegidos por
metilenodioxi
¢ S PU NS
o OH 0 N o HO N 0
< — < H — H H
0 e} HO

3,4-metilenodioxianilida do acido 3,4-metilenodioxibenzoico

(composto 51; DC-0051B)

A uma solucdo de é&cido piperonilico (500 mg, 3 mmol) em
CH,Cl, seco (25 mL) sob nitrogénio, foi adicionado cloreto
de oxalilo (573 mg, 4,5 mmol) com trés gotas de DMF seco, e
a mistura foi agitada durante 1 hora. 0Os solventes foram
removidos in vacuc dando o cloreto de &acido como um sélido
branco. A uma solucdo do cloreto de &acido em CHyCl, seco
(50 mL) sob nitrogénio, arrefecida até 0°C, foi adicionada
gota a gota uma solucgédo constituida por 3,4-
(metilenodioxi)anilina (498 mg, 30,1 mmol) e piridina (0,5
mL) em CHyCl, (5 mL). A mistura reacional foi agitada
durante 30 minutos a temperatura ambiente, depois diluida
pela adicdo de CH,Cl, (100 mL), lavada com HC1l aquoso (50
mL, 10%) e solucdo de bicarbonato de sédio (50 mL), depois
seca. Os solventes foram removidos in vacuo para dar o
produto em bruto como um material cristalino castanho. A
recristalizacdo a partir de etanol aguoso deu DC-0051B como
pequenos cristais prateados (0,516 g, 60%).

'H-RMN (CDCls) 7,60 (1H, s la), 7,35 (3H, m), 6,88 (2H, m),
6,78 (1H, d, J 9Hz), 6,06 (2H, s) e 5,98 (2H, s).
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3,4-diidroxianilida do Acido 3,4-diidroxibenzoico (composto

51; DC-0051)

A uma solucdo de DC-0051B (100 mg) em CH;Cl, seco (25 mL)
sob nitrogénio foi adicionado BBrs3 (0,2 mL) e a mistura foi
agitada durante 6 horas. Apds agitacdo, HC1l a 3M aquoso (25
ml) foi cuidadosamente adicionado a mistura reacional. O
produto foi extraido em EtOAc (200 mL), seco e evaporado 1in
vacuo para dar o produto em bruto. A purificacdo por
cromatografia em coluna (Silica: Hexano/EtOAc 30:70) deu
DC-0051 como um sélido esbranquicado (71 mg, 77%).

'H-RMN (CDsOD) 7,60 (1H, s la), 7,38 (1H, d, J 2Hz), 7,33
(1, dd4, J 2, 8 Hz), 7,21 (1H, d, J 2Hz), 6,89 (1H, dd, J
2, 8Hz), 6,86 (1H, d, J 8Hz) e 6,76 (1H, d, J 8Hz).

M/z 262 ((M+1)", 100%)

CLAR (método 2) 15,1 minutos.

Método 2 - através de compostos protegidos por benziloxi e

metoximetoxi:
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cloreto de 3,4-dibenziloxibenzoilo

Acido 3,4-dibenziloxibenzoico (3,1 g, 9,3 mmol) foi
combinado com piridina (5 gotas, catalitica) e cloreto de
tionilo (15 mL, 205 mmol). A solucdo foi aguecida ao
refluxo durante 4 h, arrefecida, e o cloreto de tionilo em
excesso removido sob pressdo reduzida. O produto em bruto
foi dissolvido em benzeno (50 mL), e o solvente removido
sob véacuo. O cloreto de benzoilo (rendimento tedrico 3,4 qg)
foi depois dissolvido em diclorometano e usado diretamente

no préximo passo.

3,4-di (metoximetoxi)anilida do acido 3,4-

dibenziloxibenzoico

3,4-di (metoximetoxi)anilina (0,484 g, 2,2 mmol) foi
dissolvida em diclorometano (5 mL) e piridina (3 mL) e
arrefecida até -5°C, engquanto se agitava sob nitrogénio.
Uma solucdo de cloreto de 3,4-dibenziloxibenzoilo em
diclorometano (0,8 g, 2,2 mmol de cloreto de é&cido) foi
adicionada gota a gota ao longo de 30 minutos. Permitiu-se
que a reacdo agitasse a 0°C durante 30 minutos, depois foi
aquecida até a temperatura ambiente ao longo de 30 minutos.
A reacdo foi diluida com diclorometano (100 mL), lavada com
dcido citrico aquoso (3 x 300 mL de uma solucdo a 2% p/v),
hidréxido de sdédio aquoso (2 x 35 mL de uma solucdo a 2%
p/v) e seca (NaySO4). A remocdo do solvente foil presséao
reduzida originou um sdélido, 0,97 g. O produto em bruto foi
triturado com metanol quente (10 mL) e filtrado para

originar o produto desejado, 0,5 g.
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3,4-di (metoximetoxi)anilida do acido 3,4-diidroxibenzoico

3,4-di (metoximetoxi)benzanilida do acido 3,4-
dibenziloxibenzoico (0,2 g, 0,4 mmol) foi combinada com
etanol (10 mL), e palddio em carvdo vegetal (40 mg de Pd/C
a 10%). A reacdo foi agquecida até ao refluxo com agitacéo
sob nitrogénio, e formato de aménio (0,8g, 12,7 mmol) foi
adicionado porcdo a porcdo ao longo de 15 min e depois
mantido ao refluxo durante duas horas. A solucdo de reacédo
arrefecida foi filtrada para remover o catalisador e
concentrada sob pressdo reduzida para originar o produto em

bruto, 0,13 g.

3,4-diidroxianilida do &cido 3,4-diidroxibenzoico (composto

51; DC-0051)

3,4-di (metoximetoxi)benzanilida do acido 3,4-
diidroxibenzoico (0,17 g, 0,49 mmol) foi combinada com uma
solucdo a 25% de cloreto de hidrogénio em 4&lcool de
isopropilo (15 mL) e &gua (1 mL). A reacdo foi agitada a
temperatura ambiente durante lh e o solvente removido sob
pressdo reduzida. A trituracdo com éter de dietilo (5 mL)
originou DC-0051 como um sdélido que foi seco sob vacuo a

30°C, rendimento 60 mg.
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Exemplo Comparativo 12: 3,4-diidroxibenzilamida do 4&cido

3,4-diidroxibenzoico (composto 52; DC-0052)

o . 0
o] QO o) Q

DC-0052B J

0
HO@)KN/UOH
HO H OH

DC-0052 '

3,4-metilenodioxibenzilamida do acido 3,4-

metilenodioxibenzoico (composto 52B; DC-0052B)

Uma suspensdo de &acido piperonilico (0,5 g) em cloreto de
tionilo (15 mL) foi submetida ao refluxo durante 1 h sob
nitrogénio, gquando uma solucdo limpida se formou. Os
solventes foram removidos in vacuo para dar o cloreto de
acido como um sé6lido branco. O sélido foi dissolvido em
diclorometano seco (7 mL) e adicionado gota a gota a uma
solucdo agitada de piperonilamina (0,45 g) em diclorometano
seco (20 mL) contendo piridina (0,5 mL). A mistura foi
submetida ao refluxo durante 30 minutos, diluida com mais
diclorometano (50 mL), depois lavada com HC1l aquoso (1M, 50
mL) seguida de NaOH (1M, 50 mL), seca e evaporada in vacuo
para dar o produto em bruto. A cristalizacdo a partir de
metanol/4dgua deu DC-0052B como um sélido branco (733 mg,
79%). 'H-RMN (CDCls) 7,27 (2H, m), 6,79 (4H, m), 6,01 (2H,
s), 5,94 (2H, s) e 4,51 (2H, d, J bHz).
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3,4-diidroxibenzilamida do acido 3,4-diidroxibenzoico

(composto 52; DC-0052)

A uma solucdo agitada de DC-0052B (0,20 g) em CHyCl, seco
(25 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,4 mL) depois a agitacdo continuou
durante 2 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionada
cuidadosamente, depois o solvente evaporou Iin vacuo até um
volume de 1 mL; isto foi depois repetido 2 wvezes mais. O
produto foi cristalizado a partir de etanol/diclorometano
para dar DC-0052 puro (65 mg, 35%) como um sdélido branco.
'H-RMN (CD-0D) 7,29 (2H, s), 7,22 (2H, 4, J 8Hz), 6,78 (4H,
m), 6,67 (4H, m) e 4,38 (4H, d, J bHz).

M/z 274 ((M -H)", 100%)

CLAR (Método 1) 10,4 minutos.

Exemplo Comparativo 13: 3,4-diidroxianilida do 4&cido 3-

(3,4-diidroxifenil)propibénico (composto 57; DC-0057)

_ 5 o
| L
<g:1:::r/§»/COzH i HZN/[::I:2> . <2:I::j/f«\,)km (o]

DC-0057B
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DC-0057
3,4-metilenodioxianilida do acido 3-(3,4-

metilenodioxifenil)propibénico (composto 57B; DC-0057B)

A uma solucdo de &cido 3,4-(metilenodioxi)diidrocindmico
(0,4 g) m CHy,Cl, seco (25 mL) sob nitrogénio, foi

adicionado cloreto de oxalilo (0,5 mL) com trés gotas de
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DMF seco e a mistura foi agitada durante 1 hora. Os
solventes foram removidos in vacuo dando o cloreto de &cido
como um sélido amarelo. A uma solucdo do cloreto de &cido
em CH,Cl, seco (50 mL) sob nitrogénio, arrefecida até 0°C,
foi adicionada gota a gota uma solucéo de 3,4~
(metilenodioxi)anilina (0,35 g) e piridina (0,2 mL) em
CH,Cl, (5 mL). A mistura reacional foi agitada durante 30
minutos a temperatura ambiente, diluida com CHpCl, (100
mL), lavada com HC1 aquoso (100 mL, 10%) e solucdo de
bicarbonato de sdédio (100 mL), depois seca e evaporada in
vacuo para dar DC-0057B como um pbd castanho-escuro (0,549g,
85%) .

'H-RMN (CDCls) 7,15 (1H, d, J 2Hz), 6,86 (1H, sl), 6,60 -
6,75 (5H, m), 5,93 (2H, s), 5,92 (2H, s), 2,95 (2H, t, J
4Hz) e 2,57 (2H, t, J 4Hz).

3,4-diidroxianilida do acido 3-(3,4-

diidroxifenil)propidbnico (composto 57; DC-0057)

A uma solucdo agitada de DC-0057B (0,20 g) em CHyCl, seco
(25 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,4 mL), entdo a agitacdo continuou
durante 2 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionado
cuidadosamente, depois o solvente evaporou Iin vacuo até um
volume de 1 mL, isto foi repetido 2 vezes mais para dar DC-
0057 puro como um sélido castanho (143 mg, 77%).

"H-RMN ((CDs),CO) 7,31 (1H, s), 6,98 (3H, m), 6,84 (1H, d, J
8Hz), 6,78 (l1H, 4dd, J 2,8Hz), 3,24 (2H, m) e 3,16 (2H, m).
M/z 370, 368 (M+HBr)', 288 ((M -H)',100%)

CLAR (Método 2) 20,6 minutos.
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Exemplo Comparativo 14: 3,4-diidroxibenzilamida do acido 3-

(3,4-diidroxifenil)propibénico (composto 58; DC-0058)

T W XS — ST

DC0058B
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DCOeG58

3,4-metilenodioxibenzilamida do acido 3-(3,4-

metilenodioxifenil)propibnico (composto 58B; DC-0058B)

A uma solucdo de 4acido 3,4-metilenodioxidiidrocindmico (0,4
g) em CH,Cl, seco (25 mL) sob nitrogénio, foi adicionado
cloreto de oxalilo (0,5 mL) com trés gotas de DMF seco e a
mistura foi agitada durante 1 hora. O0s solventes foram
removidos in vacuo dando o cloreto de &acido como um sdélido
amarelo. A uma solucdo do cloreto de &cido em CHyCl, seco
(50 mL) sob nitrogénio, arrefecida até 0°C, foi adicionada
gota a gota uma solucdo de 3,4-(metilenodioxi)benzilamina
(0,35 g) e piridina (0,2 mL) em CHyCl, (5 mL). A mistura
reacional foi agitada durante 30 minutos a temperatura
ambiente, diluida com CH,Cl, (100 mL), lavada com HCI1
aquosa (100 mL; 10%) e solucdo de bicarbonato de sdédio (100
mL) depois seca e evaporada in vacuo para dar DC-0058B como

um pds esbranquicado (0,536g, 80%).

3,4-diidroxibenzilamida do acido 3-(3,4-

diidroxifenil)propidénico (composto 58; DC-0058)

A uma solucdo agitada de DC-0058B (0,20 g) em CH,Cl, seco

(25 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
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tribrometo de boro (0,4 mL), depois a agitacdo continuou
durante 2 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionado
cuidadosamente, depois o solvente evaporou in vacuo até um
volume de 1 mlL; isto foi repetido 2 vezes mais para dar DC-
0058 puro como sélido castanho (143 mg, 77%).

'H-RMN ((CDs),CO) 9,62 (1H, sl), 6,95 (1H, d, J 2Hz), 6,91
(1, 4, J 2Hz), 6,88 (1H, d, J 8Hz), 6,83 (1H, d, J 8Hz),
6,67 (2H, m), 6,35 (4H, sl) 4,47 (2H, s) e 3,00 (4H, m).
M/z 302 ((M -H)', 100%)

CLAR (Método 2) 19,4 minutos.

Exemplo Comparativo 15: 3,4-diidroxibenzilamida do 4&cido

3,4-diidroxicindmico (composto 61; DC-0061)

Q
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DC-0061
3,4-metilenodioxibenzilamida do acido 3,4-

metilenodioxicindmico (composto 61B; DC-0061B)

A uma solucdo de &cido 3,4-metilenodioxicindmico (0,5 g,
2,6 mmol) em CHyCl, seco (25 mL) sob nitrogénio, foi
adicionado cloreto de oxalilo (0,33 g, 2,6 mmol) com trés
gotas de DMF seco e a mistura foi agitada durante 1 hora.
Os solventes foram removidos in vacuo dando o cloreto de
dcido como um sdélido amarelo. A uma solucdo do cloreto de
acido em CHyCl, seco (50 mL) sob nitrogénio, arrefecida até
0°C, foi adicionada gota a gota uma solucdo de 3,4-
(metilenodioxi)benzilamina (0,393 g, 2,6 mmol) e piridina

(0,205 g, 2,6 mmol em CHyCl, (5 mL). A mistura reacional
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foi agitada durante 30 minutos a temperatura ambiente,
diluida com CHyCl, (100 mL), lavada com HCl aquoso (100 mL,
10%) e solucdo de bicarbonato de sdédio (100 mL) depois seca
e evaporada in vacuo para dar DC-0061B como um pbd amarelo-
turvo (0,523g, 62%).

'H-RMN (CDCls) 7,58 (1H, d, J 16Hz), 6,98 (2H, m), 6,70 -
6,84 (4H, m), 6,22 (1H, d, J 16 Hz), 6,00 (2H, s), 5,96
(2H, s) e 4,47 (2H, d, J 6Hz).

M/z 326 ((M +1)", 100%)

3,4-diidroxibenzilamida do acido 3,4-diidroxicinamico

(composto 61; DC-0061)

A uma solucdo agitada de DC-0061B (0,3 g, 0,94 mmol)
dissolvido em CH;Cl, seco (25 mL) foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (1,16 g, 4,6 mmol), depois a agitacéo
continuou durante 12 horas adicionais. HC1l diluido (25 mL)
foi cuidadosamente adicionado, depois 200 mL de &gua, e ©
produto foi extraido em acetato de etilo (2 x 100 mL), seco
e evaporado 1in vacuo para dar o produto em bruto. A
purificacdo por <cromatografia em coluna eluindo com
hexano/acetato de etilo (1:4) deu DC-0061 como um sdélido
esbranquicado (36 mg, 13%).

'H-RMN ((CDs),CO) 7,54 (1H, d, J 16Hz), 7,12 (1H, d, J 2Hz),
6,96 (1H, dd, J 2, 8Hz), 6,85 - 6,94 (2H, m), 6,80 (1H, d,
J 8Hz), 6,70 (l1H, dd, J 2,8Hz), 6,58 (1H, d, J 16 Hz) e
4,41 (2H, s).

M/z 300 ((M -1)", 100%)

CLAR (método 2) 30,0 minutos.
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Exemplo Comparativo 16: Bis(3,4-diidroxianilida) do &acido

oxdlico (composto 63; DC-0063)

Método 1 - através de compostos protegidos por

metilenodioxi
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Bis(3,4-metilenodioxianilida) do &cido oxdlico (composto

63B; DC-0063B)

A uma solucdo de cloreto de oxalilo (165 mg, 1,3 mmol) em
CH,Cl, seco (50 mL) sob nitrogénio, arrefecido até 0°C, foi
adicionada gota a gota uma solucéo de 3,4-
(metilenodioxi)anilina (400 mg, 2,92 mmol) e piridina (230
mg, 2,92 mmol)- dissolvida em CH;Cl, seco (50 mL). A
mistura reacional foi agitada durante 30 min adicionais a
temperatura ambiente, depois lavada com HCl agquoso diluido
(50 mL). A camada organica foi separada, seca e evaporada
in vacuo para dar DC-0063B como um pd cinzento (0,351 g,
82%) .

'H-RMN (cDCls) 10,78 (2H, s), 7,53 (2H, d, J 2Hz), 7,39
(2H, dd, J 2,8Hz), 6,96 (2H, d, J 8Hz) e 6,06 (4H, s).
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Bis(3,4-diidroxianilida) do &cido oxalico (composto 63: DC-

0063)

A uma solucdo agitada de DC-0063B (0,3 g, 0,91 mmol)
dissolvido em CH,Cl, seco (25 ml) foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (1,14 g, 4,7 mmol) depois a agitacédo
continuou durante 4 horas adicionais. HC1l diluido (25 mL)
foi cuidadosamente adicionado, depois &agua (200 mL) e o
produto extraido em acetato de etilo (2 x 200 mL), seco e
evaporado in vacuo para dar o produto em bruto. O produto
em bruto foi dissolvido em acetona (25 mL) e filtrado. A
acetona foi evaporada in vacuo para dar DC-0063 como um
sélido esbranquicado (171 mg, 62%).

'H-RMN ((CDs),CO) 9,72 (2H, s la), 8,05 (2H, s la), 7,89
(2H, s 1la), 7,52 (2H, 4, J 2Hz)), 7,20 (2H, dd, J 2, 8Hz) e
6,83 (2H, d, J 8Hz).

M/z 303 ((M-1)", 100%)

CLAR (método 2) 29,1 minutos.

Método 2 - através de compostos protegidos por

metoximetoxi:

HCO -0 \TM —
‘ OAO | f Cﬁzﬁz, Fi, @ °C - TA

O, AO%H;

N

HCL, IPA, B0
&) O0H, e
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Bis(3,4-di (metoximetoxi)anilida) do acido oxalico

3,4-di (metoximetoxi)anilina (1,5 g, 7 mmol) foi dissolvida
em diclorometano (50 mL) e arrefecida até 0°C, enquanto se
agita sob nitrogénio. Piridina (3,75 mL, 46 mmol) foi
adicionada seguida de adicdo gota a gota de cloreto de
oxalilo (0,4 g, 3,5 mmol) em diclorometano (5 mL) ao longo
de 20 minutos. A reacdo foi agitada durante 10 min
adicionais e permitiu-se gque aquecesse até a temperatura
ambiente. A suspensdo foi filtrada. O residuo foi lavado
com hexano (5 mL) para remover a piridina em excesso. O
produto em bruto foi triturado com metanol (5 mL) e

filtrado para originar a anilida protegida pura, 420 mg.

Bis(3,4-diidroxianilida) do &acido oxalico

Bis (3,4-di (metoximetoxi)anilida) do &cido oxé&lico (0,17 g,
0,36 mmol) foi combinada com uma solucdo a 25% de cloreto
de hidrogénio em &lcool de isopropilo (1,7 mL). A reacédo
foi agitada a temperatura ambiente durante a noite, e o
solvente foi removido sob pressdo reduzida. A trituracéo

com éter de dietilo (5 mL) originou DC-0063, 60 mgs.
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Exemplo 17: Bis(3,4-diidroxianilida) do &cido succinico

(composto 66; DC-0066)

Método 1 - através de compostos protegidos por

metilenodioxi

NH. o N 1 9>
oo S — et S

o]

DC-0066B ‘
HO:@/NNN OH
H
HO o
DC-0066

Bis(3,4-metilenodioxianilida) do &cido succinico (composto

66B; DC-0066B)

A uma suspensdo de &cido succinico (200 mg, 1,7 mmol) em
CH,Cl, seco (25 ml) sob nitrogénio foi adicionado cloreto
de oxalilo (645 mg, 5,08 mmol) com trés gotas de DMF seco,
e a mistura foi agitada durante 1 hora. Os solventes foram
removidos in vacuo dando o cloreto de &acido como um sdélido
amarelado. A uma solucédo agitada de 3,4-
(metilenodioxi)anilina (582 mg, 4,25 mmol) e piridina (400
mg, 5,08 mmol) em CHy,Cl, seco (50 mL) sob nitrogénio a 0°C
foi adicionada gota a gota uma solucdo do cloreto de &cido
em CHyCl, seco (25 mL) e agitada durante 2 horas
adicionais. 0Os solventes foram removidos in vacuo para dar
o produto em bruto. O material em bruto foi ressuspenso em
EtOAc (250 mL), depois lavado com HCl aquoso diluido (2 x
150 mL), bicarbonato de sédio saturado (2 x 150 mL) e &agua
(1 x 150 mL). O EtOAc foi depois removido por evaporacdo

rotativa. O produto foi colhido em papel de filtro e lavado
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com &agua € permitiu-se que secasse para dar DC-0066B como
um sélido branco (514 mg, 78%).

'H-RMN (CDCls) 9,97 (2H, s), 7,34 (2H, d, J 2Hz)), 6,99
(2H, dd, J 2,8Hz), 6,86 (2H, d, J 8Hz), 6,00 (4H, s) e 2,63
(4H, s).

Bis(3,4-diidroxianilida) do A&cido succinico (composto 66;

DC-0066)

A uma solucdo agitada de DC-0066B (0,3 g, 0,78 mmol) em
CHyCl, seco (25 mL) foi lentamente adicionado BBrs (0,978 g,
3,9 mmol) depois a agitacdo continuou durante 4 horas
adicionais. HC1 diluido (25 mL) foi cuidadosamente
adicionado, depois 200 mL de &gua e o produto extraido em
acetato de etilo (2 x 100 mL), seco e evaporado in vacuo
para dar DC-0066 como um sdélido esbranquicado (97 mg, 35%).
'H-RMN ((CDs),CO) 8,88 (2H, s la), 7,83 (2H, s la), 7,57
(2H, s la), 7,34 (2H, d, J 2Hz), 6,90 (2H, dd, J 2, 8Hz),
6,71 (2H, d, J 8Hz) e 2,65 (4H, s).

M/z 331 ((M-1)", 100%)

CLAR (método 2) 10,6 minutos.

Método 2 - através de compostos protegidos por
metoximetoxi:
Hﬁﬂxfﬁil:iij% { CHZO00,, 6°C - Ta
-
CHLCl,, Pi
B e Haa

H 3
Hal e S
5 %#NMH - GAQCHB
HaCO™ NG
o
I
H
HGL A, 3,0 HN\H/-\J\?% e o
)
MO —
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Bis(3,4-di (metoximetoxi)anilida) do acido succinico

3,4-di (metoximetoxi)anilina (1 g, 4,7 mmol) foi dissolvida
em diclorometano (25 mL)) e arrefecida até 0°C, enquanto se
agitava sob nitrogénio. Piridina (1 mL, 12 mmol) foi
adicionada seguida pela adicdo gota a gota de cloreto de
succinilo (0,35 g, 2,3 mmol) em diclorometano (10 mL) ao
longo de 20 minutos. A reacdo foi agitada durante 2 horas
adicionais e permitiu-se gque aquecesse até a temperatura
ambiente. A suspensdo foi filtrada, e o s6élido branco
recolhido lavado com hexano (10 mL) e depois metanol (4 mL)

para originar a anilida, 350 mg.

Bis(3,4-diidroxianilida) do A&cido succinico (composto 66;

DC-0066)

Bis (3, 9-di (metoximetoxi)anilida) do &cido succinico (0,15
g, 0,3 mmol) foi combinada com uma solucdo a 25% de cloreto
de hidrogénio em &lcool de isopropilo (1,5 mL) e éagua (1,5
mL) . A reacdo foili agitada a temperatura ambiente durante 3h
e o solvente foi removido sob pressdo reduzida. A
trituracdo com éter de dietilo originou DC-0066 como um

s6lido que foi seco sob vacuo a 30°C, rendimento 60 mg.

Exemplo 18: Bis(3,4-diidroxibenzilamida) do &cido sucinico

(composto 67; DC-0067)

Método 1 - através de compostos protegidos por

metilenodioxi
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DC-0067B

Ho:[:j\v/ﬁ 0
. O OH

DC-0067

Bis(3,4-metilenodioxibenzilamida) do acido succinico

(composto 67B; DC-0067B)

A uma solucdo de é&cido succinico (200 mg, 1,7 mmol) em
CHyCl, seco (25 mL) sob nitrogénio, foi adicionado cloreto
de oxalilo (645 mg, 5,1 mmol) com trés gotas de DMF seco e
a mistura foi agitada durante 1 hora. 0Os solventes foram
removidos in vacuo dando o cloreto de &acido como um sélido
amarelo. A uma solucdo do cloreto de &acido em CHyCl, seco
(50 mL) sob nitrogénio, arrefecido até 0°C, foi adicionada
gota a gota uma solucdo de 3,4-metilenodioxibenzilamina
(634 mg, 4,2 mmol) e piridina (0,33 mL) em CHyCl, (50 mL).
A mistura reacional foi agitada durante 2 horas a
temperatura ambiente, depois o0s solventes removidos 1in
vacuo para dar o produto em bruto. O material em bruto foi
ressuspenso em EtOAc (250 mL), depois lavado com HCl aquoso
diluido (2 x 150 mL), bicarbonato de sédio saturado (2 x
150 mL) e &gua (1 x 150 mL). O EtOAc foi evaporado 1in
vacuo. A recristalizacdo a partir do etanol e &gua deu DC-
0067B como cristais floculantes brancos (275 mg, 42%).
'H-RMN (DMSO-d¢) 8,31 (2H, t, J 6Hz), 6,85 (4H, m), 6,74
(2H, d4dd, J 2, B8Hz), 6,01 (4H, s), 4,19 (4H, d, J ©6Hz) e
2,42 (4H, s).
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Bis(3,4-diidroxibenzilamida) do &cido succinico (composto

67; DC-0067)

A uma solucdo agitada de DC-0067B (0,25 g, 0,65 mmol)
dissolvido em CH,Cl, seco (25 mL) foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,81 g, 0,31 mL), depois a agitacédo
continuou durante 4 horas adicionais. HC1l diluido (25 mL)
foi cuidadosamente adicionado, depois salmoura (125 mL) e o
produto extraido em acetato de etilo (2 x 100 mL), seco e
evaporado in vacuo para dar DC-0067 como um sdélido
esbranquicado (180 mg, 77%).

'H-RMN ((CDs),CO) 7,90 (2H, s la), 7,74 (2H, s la), 7,42
(2H, s la), 6,79 (2H, d, J 2 Hz), 6,77 (2H, d, J 8 Hz),
6,62 (2H, dd, J 2, 8Hz), 4,22 (4H, d, J 7 Hz) e 2,53 (4H,
s).

M/z 359 ((M -1)", 100%).

CLAR (método 2) 12,3 minutos.

Método 2 - através de compostos protegidos por benziloxi:

#n e e
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Bis(3,4-dibenziloxibenzilamida) do &cido succinico

3,4-dibenziloxibenzilamina (1,1 g, 3,45 mmol) foi

dissolvida em piridina anidra (8 mL) e arrefecida até 0°C
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com agitacdo sob nitrogénio. A esta solucdo, cloreto de
succinilo (0,23 g, 1,42 mmol) foi adicionado gota a gota ao
longo de 30 minutos como uma solucdo em diclorometano (50
mL), enquanto se mantém a mistura reacional a 0°C.
Permitiu-se que a reacdo aquecesse até a temperatura
ambiente e agitada durante 45 minutos adicionais. A reacéo
foi wvertida em gelo moido (70  qg) e a camada de
diclorometano foi separada. O extrato organico foi lavado
com &acido cloridrico aquoso diluido (2 x 20 mL da solucédo a
0,1M), &gua (20 mL), e seco (NayS04). A remocdo do solvente
a pressdo reduzida originou um sélido em bruto, que foi
triturado com metanol (5 mL) para originar apds filtracédo a

diamida protegida, rendimento 300 mg.

Bis(3,4-diidroxibenzilamida) do &cido succinico (composto

67; DC-0067)

Bis (3,4-dibenziloxibenzilamida) do &cido succinico (300 mg,
0,42 mmol) foi dissolvida em THEF (50 mL) numa garrafa de
pressdo e aquecida até 35 C para assegurar dissolucdo do
s6élido. Paléddio em carbono (50 mg Pd/C a 10%) foi
adicionado, e o vaso foi pressurizado com hidrogénio (até 3
atm). A reacdo foi agitada durante 1 hora a temperatura
ambiente, apdés o que a TLC revelou que a reacdo tinha
chegado a completacdo. O catalisador foi removido por
filtracdo, e o solvente removido sob pressdo reduzida para
originar DC-0067 como um sd6lido em bruto (20 mg). Este
material foi recristalizado a partir de tolueno e metanol

para originar DC-0067.
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Exemplo Comparativo 19: Bis(3,4-diidroxibenzil)amina

(composto 73; DC-0073)

H3CO, CHO OCH, MeOH , 2h
. +
HiC OGH,

HyCO oy NaBH,cN  HaCO NH
THF/ACOH,
CHy ' OCH,
HaCO : HyC
OCH,

OCH;

HO
HBr, H,0 146 °C/ 12h oj@/\m-c
12 )
OH
. HO™ L\[:::I:

Bis(3,4-dimetoxibenzil)amina

A uma solucdo de 3,4-dimetoxibenzaldeido (1 g, 6 mmol) em
metanol anidro (10 mL) foi adicionada 3,4-
dimetoxibenzilamina (1 g, 5,9 mmol) e a solucdo agitada sob
nitrogénio a temperatura ambiente durante 3 horas. O
metanol foi removido sob pressdo reduzida para originar a
imina em bruto, 1,9 g. A imina foi dissolvida em THF (10
mL) e &cido acético (4 mlL), e cianoboroidreto de sdédio
(0,38 g, 6 mmol) foi adicionado porcdo a porc¢do ao longo de
30 minutos. A solucdo foi agitada durante 30 minutos
adicionais a temperatura ambiente, e o0s solventes foram
removidos sob pressdo reduzida. O residuo foi neutralizado
com hidrogenocarbonato de sédio aquoso saturado, e ©
produto em bruto sdélido foi isolado por filtracdo, e seco

sob vacuo a 50°C durante a noite, rendimento 0,6 g.
Bis (3,4-diidroxibenzil)amina (composto 73; DC-0073)

A  bis(3,4-dimetoxibenzil)amina em Dbruto (0,6 9g) foi

combinada com &cido bromidrico (6 mL de solucdo a 48% p/p
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em &gua) e lentamente aquecida com agitacdo até 145°C ao
longo de 1 h. A reacdo foi mantida a 145°C durante 12 h,
permitiu-se que arrefecesse até a temperatura ambiente, e
vertida em Agua (25 mL). A mistura —reacional foi
neutralizada com hidrogenocarbonato de sédio  aquoso
saturado, e extraida com acetato de etilo (25 mL). A camada
organica foi lavada em &dgua (2 x 25 mL), seca (NayS0O4) e ©
solvente removido sob pressédo reduzida para originar DC-

0073 como um sé6lido, 160 mg.

Exemplo Comparativo 20: Tris(3,4-diidroxibenzil)amina

.Eog/\p

o oy — <jI>”‘LC[>

(composto 75; DC-0075)

DC-0075B

i |

oH
@(OH @Gﬁ
o D0

(]
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Tris(3,4-metilenodioxibenzil)amina (composto 75B; DC-0075B)

A uma solucdo agitada de piperonal (0,9 g, 6 mmol) e
acetato de aménio (0,15 g, 2 mmol) em acetonitrilo (25 mL)
foi adicionado cianoboroidreto de sdédio (0,44 g, 7 mmol) e
a mistura foi agitada durante 4 dias. O solvente foi
removido in vacuo, depois o) residuo dissolvido em
diclorometano (100 mL) e lavado com bicarbonato de sdédio
sat, seco e o solvente removido in vacuo para dar uma goma

castanha. A purificacdo por cromatografia em coluna sobre
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silica gel eluindo com diclorometano a 50% em hexano deu o
DC-0075B puro como uma goma castanha-pdlida (135 mg, 5%).
'H-RMN (CDCl:) 6,91 (3H, m), 6,73 - 6,80 (6H, m), 5,94 (6H,
s) e 3,42 (2H, m)

M/z 420 ((M+1)', 100%).

Tris(3,4-diidroxibenzil)amina (composto 75; DC-0075)

A uma solucdo agitada de DC-0075B (135 mg) em CHyCl, seco
(20 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,2 mL) depois a agitacdo continuou
durante 2 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionado
cuidadosamente, depois o solvente evaporou in vacuo até um
volume de 1 mL, esta adicdo e evaporacdo foi repetida duas
vezes mais. A purificacédo por cromatografia em coluna sobre
silica gel eluindo com metanol a 20% em clorofdérmio deu DC-
0075 maioritariamente puro (72 mg, 58%) como uma goma
castanha-padlida. A CLAR preparativa deu depois o DC-0075
puro como uma goma branca (26 mg, 21%).

'H-RMN (CDsOD) 6,82 - 6,86 (2H, m), 6,74 (1H, dd, J 2,8Hz)
e 4,07 (2H, s).

M/z 384 ((M+1)", 100%).

CLAR (método 2) 12,3 minutos.

Exemplo Comparativo 21: 1,3-Bis(3,4-diidroxifenil)ureia

(composto 76; DC-0076)

-<°]CL +
o NCO H
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DC-0076B l

2

DC-0076
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1,3-Bis(3,4-metilenodioxifenil)ureia (composto 67B; DC-

0076B)

Uma solucédo de 3,4-metilenodioxianilina (0,35 g) e
isocianato de 3,4-metilenodioxifenilo (0,4 g) em benzeno
(25 mL) foi submetida ao refluxo durante 1 hora. O
precipitado formado foi filtrado, lavado com benzeno depois
seco para dar DC-0076B puro (0,697 g, 95%) como um sdélido
castanho-péalido. 'H-RMN (CDC1ls/ (CDs) ,CO) 7,35 (2H, sl), 6,93
(2H, s), 6,45 (4H, s) e 5,67 (4H, s).
1,3-Bis(3,4-diidroxifenil)ureia (composto 76; DC-0076)

A uma solucdo agitada de DC-0076B (150 mg) em CH,Cl, seco
(20 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,2 mL), depois a agitacdo continuou
durante 2 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionado
cuidadosamente, depois o solvente evaporou in vacuo até um
volume de 1 mL, e esta adicdo e evaporacdo foi repetida
duas vezes mais. A purificacdo por cromatografia em coluna
sobre silica gel eluindo com metanol a 20% em clorofdérmio
deu DC-0076 puro (113 mg, 82%) como um sdélido castanho-
palido.

'H-RMN (D,0/ (CDs),CO) 7,09 (2H, d, J 2Hz), 6,76 (2H, d, J
8Hz) e 6,70 (2H, dd, J 2, 8Hz).

M/z 551 ((2M-H)", 100%), 275 ((M -H)", 85%).

CLAR (Método 2) 5,8 min.
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Exemplo Comparativo 22: 1-(3,4-diidroxifenil)-3-(3,4-
diidroxibenzil)ureia (DC-0077)

<Ij VD — n HVOO

DC-0077B

OH
X
HO. N N

60 Rt
HO &4

DC-0077

1-(3,4-metilenodioxifenil)-3-(3,4-metilenodioxibenzil)ureia

(DC-0077B)

Uma solucdo de 3,4-metilenodioxibenzilamina (0,37 g) e
isocianato de 3,4-metilenodioxifenilo (0,4 g) em benzeno
(25 mL) foi submetida ao refluxo durante 1 hora. O
precipitado formado foi filtrado, lavado com benzeno,
depois seco para dar DC-0077B puro (0,78 g, 98%) como um
sélido castanho-pélido.

'H RMN (CDCls) 8,42 (1H, s, NH), 7,21 (1H, d, J 2Hz), 6,88
(2H, m), 6,79 (2H, m), 6,71 (1H, dd, J 2, 8Hz), 6,49 (1H,
t, J oHz, NH), 6,01 (2H, s), 5,97 (2H, s) e 4,21 (2H, d, J
6Hz) .

M/z 315 ((M+1)", 100%).

1-(3,4-diidroxifenil)-3-(3,4-diidroxibenzil)ureia (DC-0077)

A uma solucdo agitada de DC-0077B (200 mg) em CH,Cl, seco
(50 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,4 mlL), depois a agitacdo continuou
durante 3 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionado
cuidadosamente, depois o solvente evaporou in vacuo até um

volume de 1 mL, isto foi &repetido 2 wvezes mais. A
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purificacdo por cromatografia em coluna sobre silica gel
eluindo com metanol a 20% em clorofdérmio deu uma fracdo
contendo produto em bruto. A CLAR preparativa deu DC-0077
puro (19 mg, 11%) como um sé6lido castanho-péalido.
'H RMN (D,0) 6,55 - 6,80 (6H, m) e 4,12 (2H, s).

M/z 290 ((M)', 100%).

CLAR (método 2) 12,7 min.

Exemplo Comparativo 23: 1-(3,4-Diidroxifenil)-3-(3,4-
diidroxifenetil)ureia (composto 78; DC-0078)

DC-0078B

o NGO  HaN o o YRR o
SOOI R GO0 M e o

ot '
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DC-0078

1-(3,4-metilenodioxifenil)-3-(3,4-
metilenodioxifenetil)ureia (composto 78B; DC-0078B)

Uma solucdo de 3,4-metilenodioxifeniletilamina (0,25 g, 1,5
mmol) e isocianato de 3,4-metilenodioxi-fenilo (0,25 g, 1,5
mmol) em benzeno (25 mL) foi submetida ao refluxo durante 1
hora. O precipitado formado foi filtrado, 1lavado com
benzeno, depois seco para dar DC-0078B puro (0,43 g, 98%)
como um sbélido castanho-pélido. 'H-RMN ( (CDs) »,CO) 7,83 (1H,
sl), 7,31 (1H, d, J 2HzZ), 6,72 - 6,82 (bH, m), 5,99 (2H,
s), 5,95 (2H, s), 5,68 (1H, tl, J 7Hz), 3,44 (2H, g, J
7Hz), e 2,74 (2H, t, J 7Hz). M/z 327 ((M-1)", 100%).
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1-(3,4-diidroxifenil)-3-(3,4-diidroxifenetil)ureia

(composto 78: DC-0078)

A uma solucdo agitada de DC-0078B (105 mg em CHy;Cl, seco
(20 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,2 mL), depois a agitacdo continuou
durante 3 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionado
cuidadosamente, depois o solvente evaporou in vacuo até um
volume de 1 mL; esta adicdo e evaporacido foi repetida duas
vezes mais. A purificacdo por cromatografia em coluna sobre
silica gel eluindo com metanol a 20% em clorofdérmio deu DC-
0078 puro (78 mg, 80%) como um sbélido castanho-palido.
'H-RMN ((CDs3),CO) 6,97 (2H, m), 6,86 - 6,89 (3H, m), 6,68
(l1H, dd, J 2, 8Hz), 3,66 (2H, t, J THz), e 2,87 (2H, t, J
THz) .

M/z 303 ((M -1)", 100%).

CLAR (método 2) 33,7 min.

Exemplo Comparativo 24 Dibenzo[c,f] [2,7]naftiridina-

2,3,10,11-tetraol (composto 85; DC-0085).

HaN Gl

OMe

OMe

HC oH

DC-0085P : DC-0085
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2,3,10,11-Tetrametoxidibenzo[c,f] [2,7]naftiridina (DC-
0085P)

A DC-0085P foi preparada como descrito por Upton et al., J.
Pharm. Pharmacol., 50(5):475-482, 1998. O veratrol foi
feito reagir com &cido veradtrico para dar a benzofenona
protegida, que foi nitrada para dar o composto de dinitro,
e 1isto foi reduzido até a diamina por tratamento com
estanho em &cido cloridrico e &cido acético. A diamina foi
isolada, e depois condensada com bis(acetal de dimetilo) de

malonaldeido para dar DC-0085P.

Dibenzo[c,f] [2,7]naftiridina-2,3,10,11-tetraol (DC-0085)

A uma solucdo agitada de DC-0085P (100 mg) em CH,Cl, seco
(20 mL) sob nitrogénio, foi lentamente adicionado
tribrometo de boro (0,2 mL), depois a agitacdo continuou
durante 2 horas adicionais. Metanol (50 mL) foi adicionado
cuidadosamente, depois o solvente evaporou in vacuo até um
volume de 1 mL, e esta adicdo e evaporacdo foi repetida
duas vezes mais. A purificacdo por cristalizacdo a partir
de metanol/cloroférmio deu DC-0085 puro (36 mg, 38%) como
um sélido cristalino laranja.

'H-RMN (CDs0OD) 9,63 (2H, s), 8,63 (2H, s) e 7,64 (2H, s).
M/z 296 ((M+2)", 100%)

CLAR (método 1) 24,3 min.

Exemplo 25: Os compostos desta invengdo sado disruptores

potentes das fibrilas 1-42 da AP do Alzheimer

Descobriu-se que os compostos e compostos comparativos
preparados nos Exemplos precedentes eram maioritariamente

disruptores/inibidores potentes das fibrilas da proteina B-
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amiloide (AB) da doenca de Alzheimer. Num conjunto de
estudos, a eficéacia dos compostos em causar uma
desmontagem/disrupcdo das fibrilas de amiloide pré-formadas
da doenca de Alzheimer (i.e. consistindo em fibrilas 1-12

da AB) foi analisada.

Parte A - Dados de fluorometria da Tioflavina T

Num estudo, foi usada fluorometria da Tioflavina T para
determinar o efeito dos compostos, e do EDTA (como um
controlo negativo). Neste ensaio, a Tioflavina T liga-se
especificamente a amiloide fibrilar, e esta ligacdo produz
uma intensificacdo da fluorescéncia a 485 nm que é
diretamente proporcional a quantidade de fibrilas de
amiloide formadas (Naki et al, Lab. Invest. 65:104-110,
1991; Levine 111, Protein Sci. 2:404-410, 1993; Amyloid:
Int. J. Exp. Clin. Invest. 2:1-6, 1995).

Neste estudo, 25 uM das 1-42 da AR pré-fibrilizadas
(Bachem 1Inc) foram incubados a 37°C durante 3 dias ou
sozinhos, ou na presenca de um dos compostos ou EDTA (as
razdes de peso de AB:composto de teste 1:1, 1:0,1, 1:0,01
ou 1:0,001). Apdés 3 dias de coincubacdo, 50 uL de cada
mistura de incubacdo foram transferidos para uma placa de
microtitulacdo com 96 pocos contendo 150 uL de 4&gua
destilada e 50 pL de uma solucdo de Tioflavina T (i.e.
Tioflavina T a 500 mM em tampdo de fosfato a 250 mM, pH
6,8). A fluorescéncia foi 1lida a 485 nm (comprimento de
onda de excitacdo 444 nm) usando um fluorbdmetro de placa de
ELISA apbs subtracdo com tampdo sozinho ou composto

sozinho, como branco.

Os resultados das incubacdes de 3 dias sdo apresentados em

baixo. Por exemplo, ao passo que o EDTA ndo causou inibicédo
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significativa das fibrilas 1-42 da AR pré-formadas a todas
as concentracdes testadas, todos os compostos causaram uma
disrupcdo/desmontagem dependente da dose das fibrilas 1-42
da ApR pré-formadas até certo ponto. Os compostos mais
eficazes a perturbarem as fibrilas de 1-42 da AR pré-
formadas pareceram ser os compostos # 3, 4, 21, 51, 73 e
78. Por exemplo, o composto #4 causou uma 1nibicdo
significativa de 97,4%#0,40% (p<0,01) gquando usado a uma
razdo p/p de AR:composto de teste de 1:0,1, e uma disrupcdo
de 69,441,17% guando usado a uma razdo p/p de AR:composto
de 1:;0,01. Sob as mesmas condigdes (i.e. razdo p/p de
AB:composto de teste de 1:0,1), o composto #3 causou uma
disrupcdo de 57,8%6,36 %, o composto #21 causou uma
disrupcdo de 81,0%1,31%, o composto #51 causou disrupcdo de
94,9+0,24 %, o composto #73 causou uma disrupcdo de
70,9+3,04%, e o composto #78 causou uma disrupcdo de
89,7+1,8 %. Este estudo indicou gque os compostos desta
invencdo sdo disruptores/inibidores potentes das fibrilas
do tipo AR da doenca de Alzheimer, e exercem usualmente os

seus efeitos de um modo dependente da dose.

Tabela 1: Dados da fluorometria da Tioflavina T - disrupgédo

das fibrilas 1-42 da AP do Alzheimer

% Inibigdo da AR (resultadoiD.P.) a razdo p/p de
AB:composto de teste dada

Composto de § :
1:1 g 1:0,1 ; 1:0,01 1:0,001
Teste # : :
EDTA § :
11,3+9,67 ¢ 0,0+7,12 ¢ 0,0%4,88 0,0x3,01
(controlo) g ;
pr————— 55:5;6755“% ..... éZfé;if§é ...... § ..... f§7£££j§i ........... 6f6£§f65 .....
3% 99,510,10 g 57,8+6, 36 § 53,11, 67 5,5x1,99
......................... ﬁimmmmmmmm@é?%;ﬁj;;m?m55TZ;67QBN?mggrggijfemmggjéggjéaﬂ
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%

AB:composto de teste dada

Inibigcdo da AR (resultadoiD.P.) a razédo p/p de

Composto de

Teste #

1:0,1

1:0,01

1:0,001

70,812,57

L 65,5%0,17

. 34,9+1,69

 24,7+3,51

4,912,277

10,610, 93

12 99,740, 17 § 82,0+1,13 0,0434, 9
19+ | 99,140, 56 ST Y 10,8+1,38 |
e T § ..... T TR TR ST
23% § 46,744, 62 § 26,244, 37 é 16,5+4,02 | 0,0+3,72
26% § 37,845, 50 § 11713, 67 0. 042,19 0,043, 24
....................... e B T M 7 TP PR A Ta TP prarrrre
5% 93,740, 41 553,6i2,42 §12,1io,78 0,046, 67
e T T R TR T e
58* 5 ’ i ’ e 76,01_2,57 ..... 33,21_5,16 ........ 20’51_6’27
61 100,0i0,41§ 80, 144,76 é 16,941,39  26,047,51 |
....................... 63* 57’5i10’64 l’6i9’47

85,310, 91 {23,6%25,75 |

1100, 040, 68 |

78,3%t4,17

L 42,0%2,36

27,143,511 i

. 98,3%2,19

§ 50, 9+8, 32

: 70,9%3,04

1 34,0%14,07

:128,7410,27

13,7+6,05 |

0,0£29,43

L 84,4+0,94

17,0+4,20 |

75% | 99,0%0, 63 . 31,614,74
L 76 1 99,3%1,35 | 86,5%1,18  40,9%3,76 12,2%5,98
78* 100+0,78 : 89,7£1,18 | 57,8%4,63 | 22,445,63
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Parte B: Dados de SDS-PAGE/Transferéncia de Western

A disrupcédo das 1-42 da AR, mesmo na sua forma monomérica,
foi confirmada por um estudo envolvendo o uso de métodos de
SDS-PAGE e transferéncia de Western (ndo mostrados). Neste
ultimo estudo, amostras em triplicado das 1-42 da AR pré-
fibrilizadas (25 pM) foram incubadas a 37°C durante 3 dias,
sozinhas ou na presenca dos compostos ou EDTA. Cinco
microgramas de cada amostra foram depois filtrados através
de um filtro de 0,2 um. A proteina recuperada do filtrado
foi depois carregada, e lida num SDS-PAGE de Tris-Tricina a
10-20%, transferida para nitrocelulose e detetada usando um

anticorpo de AB (clone 6E10; Senetek). Neste estudo, as 1-

42 da AR foram detetadas como uma banda com ~4 quilodalton
(i.e. AP monomérica) apds incubacdo somente, ou na presenca
de EDTA, aos 3 dias. Por exemplo, nido foram detetados
monémeros das 1-42 da AR apds incubacdo das 1-42 da AR com
os compostos 4, 19, 21, 51, 58, 66, 75, 76 e 78 sugerindo
que estes compostos foram capazes de causar um
desaparecimento das 1-42 da AP monomérica. Este estudo
confirmou que estes compostos sdo também capazes de causar

uma disrupcdo/remocdo das 1-42 da AR monomérica.

Parte C: Dados da ligag¢do do vermelho do Congo

No ensaio de ligacdo do vermelho do Congo, a capacidade de
um composto de teste em alterar a ligacdo da amiloide
(neste caso, AB) ao vermelho do Congo ¢é€ quantificada. Neste
ensaio, as 1-42 da AR e os compostos de teste foram
incubados durante 3 dias e depois filtrados em vAacuo
através de um filtro de 0,2 pm. A quantidade das 1-42 da AR
retida no filtro foi depois quantificada apds coloracdo do
filtro com vermelho do Congo. Apds lavagem apropriada do

filtro, qualquer abaixamento da cor do vermelho do Congo no
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filtro na presenca do composto de teste (comparada com a
coloracdo do vermelho do Congo da proteina amiloide na
auséncia do composto de teste) era indicativa da capacidade
do composto de teste em diminuir/alterar a quantidade de AR

agregada e congofilica.

Num estudo, a capacidade das fibrilas de A em se ligarem
ao vermelho do Congo na auséncia ou presenca de gquantidades
crescentes dos compostos ou EDTA (as razdes de peso de
AR:composto de teste de 1:1, 1:0,1, 1:0,01 ou 1:0,001) foi
determinada. 0Os resultados das incubacdes de 3 dias séo
apresentados na Tabela 2 em baixo. Ao passo que o EDTA néo
causou inibicdo significativa da ligacdo das fibrilas 1-42
da AR ao vermelho do Congo a todas as concentracdes
testadas, os compostos causaram uma inibicdo dependente da
dose da ligacdo da AR ao vermelho do Congo. Por exemplo, o©
composto #4 causou uma inibicdo significativa de 73,040,90%
(p<0,01) da ligacdo do vermelho do Congo as fibrilas 1-42
da AR gquando usado a uma razdo p/p de AR:composto de teste
de 1:1, e uma inibicdo significativa de 46,8+11,28% (p<0,01)
da inibicdo do vermelho do Congo quando usado a uma razdo
p/p de AR:composto de teste de 1:0,1, e wuma inibicéo
significativa de 16,4%+2,02% (p<0,01) da inibicdo do
vermelho do Congo quando wusado a uma razdo p/p de
AR :composto de teste de 1:0,01. Noutro exemplo, o composto
andlogo sintético #3 causou uma inibicdo significativa de
91,06+5,19% (p<0,01) da 1ligacdo do vermelho do Congo as
fibrilas 1-42 da AR gquando usado a uma razdo p/p de
AR :composto de teste de 1:1, e uma inibicdo significativa
de 35,7+3,29% (p<0,01) da inibicdo do vermelho do Congo
quando usado a uma razdo p/p de AR:composto de teste de
1:0,01. Este estudo também indicou que os compostos desta
invencdo sdo inibidores potentes da ligacdo das fibrilas da
AR ao vermelho do Congo, e exercem usualmente o0s seus

efeitos de um modo dependente da dose.
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Tabela 2: Dados da ligac¢do do vermelho do Congo

% Inibigdo da AR (resultadoiD.P.) a razido p/p de

AR :composto de teste dada

1:1
Teste #

e
(controlo) 1,1+7,02 3,60x8,068 0,0x3,91 7,91%£3, 061 i

1= 42,4+1,58 8,0+1,80 3,910, 66 0,0£3,54
........................... 3*91,6i5,19 EEIE TR T B e e
........................... 4*73,0i0,90 | 46,8i1,2816,4J_r2,022,3ir1,80

8* 17,71, 86 9,70, 69 1,1+0, 96 0,0%+3,55
S 9* ..... SR TSI TR e
kkkkkkkkkkkkkkkkkkk 12+ 63,0%1,63 20,8%2,22 | 17,947,33 | 4,1%6,60

19% é 48,1%£2,00 § 22,4%x2,19 7,4x2,20 % 0,0x1,01
R 21* ..... T | T T 9,3i5,683,6i0,58
23% g 10,7+2,84 | 2,910,143 0,0x0,72 ;12,3i6,57§
......................... ; 6*4,5i2,03 TSR e 0,0i2,64
......................... : 1*78,6i1,49 T TR T ETa e E s Parserares

52%* é 35,411, 28 % 12,7%x2, 35 0,0£1,29 0,0+3, 08
......................... 57*44,8J_r0,77 VR TSR T B R Sy
......................... 58*52,2i2,65 | 21,1i3,676,6i3,492,5i4,22

6l* é 48,944,609 | 4,06%x10,85 2,0%x2,89 0,0x4,00
5 8’5i8’01 .......... 2 OIlilO’BS\é ..... O ’Oi1’93 .....

. 55,9%6,83

127,7£11, 26

66 7,7£0,19 | 0,6%6,61
67 1 31,5+11,25 13,8%11,25| 8,247,08 | 0,0+4,98
......................... Y e Py

| 22,6%3,51
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% Inibigdo da AR (resultadoiD.P.) a razdo p/p de

AB:composto de teste dada

Composto de § |
1:1 . 1:0,1 1:0,01 | 1:0,001

Teste # § :
75% . 59,2%3,23 | 12,8%0,59 | 6,8%2,55 | 2,4%2,95
A e R P PR Mrmerees
78% . 71,1%1,09 | 39,9%3,94 | 15,4%1,39 | 3,5%1,33

‘*= composto comparativo

Parte D — Dados de espetroscopia de dicroismo circular

A espetroscopia de dicroismo circular (DC) é um método que
pode ser usado para determinar os efeitos de compostos de
teste na disrupcdo da conformacdo da estrutura secundaria
de fibrilas de amiloide. Num estudo, como descrito neste
exemplo, foi usada espetroscopia de dicroismo circular para
determinar os efeitos de diferentes compostos da invencéo
na conformacdo em folha B das fibrilas 1-42 da AB. Para
este estudo, as 1-42 da ABR (Bachem 1Inc., Torrance, CA)
foram primeiramente dissolvidas numa solucdo de NaOH a 2
mM, mantendo o pH destas solucdes acima de 10. Péptidos de
1-42 da AR (a 25 pM), na auséncia ou presenca de compostos
de teste, foram constituidos em NaF a 150 mM, tampédo
fosfato a 50 mM, pH 7,4 com trifluoroetanol a 10%. As 1-42
da AR foram depois incubadas a 37°C na auséncia ou presenca
de diferentes compostos a razdes p/p de AR:composto de
teste de 1:0,1, 1:1 e 1:10. Apds 3 dias de incubacdo, foram
registados espetros de DC num espetropolarimetro Jasco 810
(Easton, MD). Todos os espetros de DC foram recolhidos com
células de quartzo de 0,05 cm. Os vestigios de comprimento
de onda foram rastreados de 190-260 nm a aumentos de 0,5 nm

com largura de banda de 5 nm, a uma velocidade de rastreio
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de 10 nm/minuto, um tempo de resposta de 32 segundos, e um
campo de dados de 0,5 nm. O sistema inteiro foi equilibrado
e continuamente purgado com nitrogénio a 10 mL/minuto. Para
0 processamento de dados, a média de 5 replicados de
espetros de “composto de teste” foi subtraida da média de 5
replicados de espetros de “1-42 de AR + composto de teste”
para determinar os efeitos de cada composto de teste na
disrupcdo das fibrilas 1-42 da ABR. A elipticidade em graus
foi convertida para ERM ([Q]; elipticidade residual molar)
usando a féormula [Q] = 100¢Qe¢PMR/dec; onde Q ¢é a
elipticidade em graus; PMR é o peso molecular residual
médio (~107 daltons para 1-42 da AB); d é o caminho o6tico
em cm (i.e. 0,05 cm); e ¢ & a concentracdo em mg/mL (i.e.

0,1 mg/mL) .

A Figura 1 mostra alguns dos espetros de DC gerados neste
estudo. As 1-42 da AR sozinhas em tampdo TFE PBS a 10%
demonstraram usualmente os espetros de DC tipicos de uma
proteina amiloide com estrutura em folha $ significativa,
como demonstrado pelo minimo observado a 218 nm. No
entanto, na presenca de compostos de teste (tais como os
compostos #4, 12, 51 e 61 mostrados na Figura 1), foi
evidente uma disrupcdo marcada da estrutura em folha R
nas fibrilas 1-42 da AR (com um aumento significativo em
espiral aleatdria ou hélice o) como mostrado pelo
achatamento do minimo observado a 218 nm (compare com 1-
42 da AR sozinhas). Isto foi usualmente observado aos 3
dias (como visto na Figura 1) e aos 7 dias (ndo mostrado)
ap6és coincubacdo das fibrilas 1-42 da AR com ©0s
compostos.

A Figura 2 mostra o efeito do composto #78 na disrupcdo
das fibrilas 1-42 da AB. Como mostrado nesta figura, as
1-42 da AR sozinhas demonstram os espetros de DC tipicos

de uma estrutura em folha R predominante, com um minimo
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marcado observado a 218 nm. No entanto, na presenca do
composto #78 aos 3 dias, existe uma diminuicdo marcada no
minimo usualmente observado a 218 nm (com 1-42 da AR
somente), indicativa de uma disrupcdo da estrutura em
folha R das fibrilas 1-42 da AB.

A Figura 3 mostra os efeitos de resposta a dose dos
compostos #12, 51 e 61 na disrupcdo da estrutura em folha
R das fibrilas 1-42 da AR. Como um exemplo, concentracdes
crescentes dos compostos de teste #12, 51 e 61 (as razdes
p/p de ABR:compostos de teste de 1:0,1, 1:1 e 1:10)
causaram uma disrupcdo geral da estrutura em folha B como
demonstrado pela diminuicdo dependente da dose no minimo
observado a 218 nm (quando comparado com o minimo a 218
nm observado com 1-42 da AR somente). O composto #51 foi
particularmente eficaz quando usado a uma razdo p/p de
AR :composto de teste de 1:10 e mostrou-se que perturba
completamente a estrutura em folha ( das fibrilas 1-42 da
AB como mostrado pelo achatamento completo do minimo a

218 nm (compare com 1-42 da AR somente) (Fig. 3).

Os estudos do DC demonstram que os compostos desta invencédo
tém a capacidade de disruptir/desmontar a estrutura em
folha B caracteristica das fibrilas de AP do Alzheimer. Os
resultados dos estudos confirmam também os exemplos prévios
usando fluorometria de Tioflavina T, SDS-PAGE/ECL, e
ensaios do tipo 1ligacdo do vermelho do Congo, gue oS
compostos desta invencéo sédo agentes anti-amiloide

potentes.

Exemplo 26: Os compostos desta inveng¢do sdo disruptores

potentes das fibrilas de IAPP da diabetes do tipo 2

Descobriu-se também que o0s compostos preparados nos

Exemplos sintéticos e Exemplos comparativos eram
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disruptores/inibidores potentes das fibrilas de IAPP da
diabetes do tipo 2. Num conjunto de estudos, a eficécia dos
compostos em causar uma desmontagem/disrupcdo das fibrilas

de IAPP pré-formadas da diabetes do tipo 2 foi analisada.

Parte A - Dados de fluorometria da Tioflavina T

Num estudo, foi usada fluorometria da Tioflavina T para
determinar o efeito dos compostos, e do EDTA (como um
controlo negativo). Neste ensaio, a Tioflavina T liga-se
especificamente a amiloide fibrilar, e esta ligacdo produz
uma intensificacdo da fluorescéncia a 485 nm que é
diretamente proporcional a quantidade de fibrilas de IAPP
presentes. Quanto maior a fluorescéncia, maior a gquantidade
de fibrilas de IAPP presentes (Naki et al, Lab. Invest.
65:104-110, 1991; Levine 111, Protein Sci. 2:404-410, 1993;
Amyloid: Int. J. Exp. Clin. Invest. 2:1-6, 1995).

Neste estudo, 25 uM da IAPP pré-fibrilizada (Bachem Inc)
foram incubados a 37°C durante 3 dias ou sozinhos, ou na
presenca de um dos compostos ou EDTA (as razdes de peso de
IAPP:composto de teste 1:1, 1:0,1, 1:0,01 ou 1:0,001). Apds
3 dias de coincubacédo, 50 pL de cada mistura de incubacéo
foram transferidos para uma placa de microtitulacdo com 96
pocos contendo 150 pL de &gua destilada e 50 pL de uma
solucdo de Tioflavina T (i.e. Tioflavina T a 500 mM em
tampdo de fosfato a 250 mM, pH 6,8). A fluorescéncia foi
lida a 485 nm (comprimento de onda de excitacdo 444 nm)
usando um fluordmetro de placa de ELISA apds subtracdo com

tampdo sozinho ou composto sozinho, como branco.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 3 em baixo. Por
exemplo, ao passo que o EDTA ndo causou inibicéo

significativa das fibrilas de IAPP a todas as concentracdes
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testadas, todos 0os compostos causaram uma
disrupcdo/desmontagem dependente da dose das fibrilas de
IAPP pré-formadas até certo ponto. Os compostos mais
eficazes a perturbarem as fibrilas de IAPP pareceram ser 0sS
compostos # 3, 4, 23, 63, e 78. Por exemplo, o composto #3
causou uma inibicdo significativa de 97,740,19% (p<0,01)
quando usado a uma razdo de IAPP:composto de teste de
1:0,1, e uma disrupcdo de 79,9+1,47% quando usado a uma
razdo p/p de TIAPP:composto de 1:0,01. Sob as mesmas
condicdes (i.e. razdo p/p de IAPP:composto de teste de
1:0,1), o composto #4 causou uma disrupcdo de 96,0+1,0%, o
composto #23 causou uma disrupcdo de 67,2%18,35%, o
composto #63 causou uma disrupcdo de 84,2%1,16%, o composto
#78 causou uma disrupcdo de 92,4+40,27%, e o composto #26
causou uma disrupcdo de 45,9+17,73%. Este estudo indicou
que os compostos desta invencéao sédo também
disruptores/inibidores potentes das fibrilas de IAPP da
diabetes do tipo 2, e exercem usualmente os seus efeitos de

um modo dependente da dose.

Tabela 3: Dados da fluorometria da Tioflavina T - disrupgéo

das fibrilas de IAPP da diabetes do tipo 2

% Inibicdo de IAPP (resultadoiD.P.) & razdo p/p de

IAPP:composto de teste dada

Composto de § § §
1:1 . 1:0,1 | 1:0,01  1:0,001
Teste # § : §
EDTA 4,4t9,23 | 0,1%2,59 : 0,0%5,23 | 4,2+1,05
(controlo) § § E
........................ l* 99,Oi0,1193’Oi1’2757l3i01166’4i4’40
3% 100+0,20 | 97,7+0,19 | 79,9%1,47 | 30,746,71
BT e T T O TN NN TR R
T R TTW RN T I TR P T EeW TS PITY
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% Inibigdo de IAPP (resultadoiD.P.) a razdo p/p de
IAPP:composto de teste dada

Composto de : § :
1:1 ; 1:0,1 é 1:0,01 g 1:0,001

Teste #
12 99,940, 19 é86,0i0,76 é37,5i0,76 513,0i10,34'
...................... e |
21% | 98,540,06 é85,4i0,86 525,8i3,61 55,4i15,41
23 85,240, 55 é67,2i1§j§§§22f§¥52,47§27,3i45,38'

5,9+17,73  24,6%6,77 | 3,7t4,67

51+ 99,940,11 = 96,6%1,00 | 56,6%1,69 | 11,8%6,45

52 97,9+0,19 | 86,9%3,09 | 49,2+4,47 | 16,048,42

AR R R R

57* 94,110,46 E73,2i1,19 237,3i0,78 g 1,915,224
58* | 98,1£1,04 é 87,6x1,16 é 48,812, 05 g 8,9%6,87
...................... gilmmmmmmmggrggajZ%WEMégrggijégmgmggjgggjggm?ma:ggéjgémm
...................... églmwu I T é“§£f§£{fi%mgmggfﬁgéf§§“§mf§fagéf§aw
66 98,510,006 é94,0i2,88 §47,6i8,16 §11,1i5,28
AR é§mmmmmmmm§éyg£6jég ..... é ..... 5{7&;@?§%m§ ..... §Z7§£Ij§% ...... ;i%;i;{éjzam
15%* | 100£0, 35 é 90, 010,27 é43,9i5,34 é 6,0£6,46

6% 99,06£1,01

78% 99,5%0,26 | 92,4%0,27 | 58,3%t1,20 | 15,3+4,73

. 87,5t1,89 | 41,5%6,67 | 9,0%0,32

Parte B: Dados da ligag¢do do vermelho do Congo

No ensaio de ligacdo do vermelho do Congo, a capacidade de
um dado composto de teste em alterar a ligacdo da amiloide
(neste caso, IAPP) ao vermelho do Congo ¢é quantificada.

Neste ensaio, a IAPP e o0s compostos de teste foram
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incubados durante 3 dias e depois filtrados em vacuo
através de um filtro de 0,2 pum. A quantidade de IAPP retida
no filtro foi depois quantificada apds coloracdo do filtro
com vermelho do Congo. Apds lavagem apropriada do filtro,
qualquer abaixamento da cor do vermelho do Congo no filtro
na presenca do composto de teste (comparada com a coloracao
do vermelho do Congo da proteina amiloide na auséncia do
composto de teste) era indicativa da capacidade do composto
de teste em diminuir/alterar a quantidade de IAPP agregada

e congofilica.

Num estudo, a capacidade das fibrilas de IAPP em se ligarem
ao vermelho do Congo na auséncia ou presenca de gquantidades
crescentes dos compostos ou EDTA (as razdes de peso de
IAPP:composto de teste de 1:1, 1:0,1, 1:0,01 ou 1:0,001)
foi determinada. Os resultados das incubacdes de 3 dias sé&o
apresentados na Tabela 4 em baixo. Ao passo que o EDTA néo
causou inibicdo significativa da 1ligacdo das fibrilas de
IAPP ao vermelho do Congo a todas as concentracdes
testadas, os compostos causaram usualmente uma inibicéo
dependente da dose da ligacdo das fibrilas de IAPP ao
vermelho do Congo. Por exemplo, o composto #3 causou uma
inibicdo significativa de 55,5%2,68% (p<0,01) da ligacdo do
vermelho do Congo as fibrilas de IAPP quando usado a uma
razdo p/p de IAPP:composto de teste de 1:0,1. O composto #4
causou uma inibicdo significativa de 68,9+1,22% (p<0,01) da
ligacdo do wvermelho do Congo as fibrilas de IAPP qguando
usado a uma razdo p/p de IAPP:composto de teste de 1:1, e
uma inibicdo de 25,4+4,08% da inibicdo do vermelho do Congo
quando usado a uma razdo p/p de NAC:composto de teste de
1:0,01. Este estudo indicou gque os compostos desta invencédo
sdo também inibidores potentes da ligacdo das fibrilas de
IAPP da diabetes do tipo 2 ao vermelho do Congo, e exercem

usualmente os seus efeitos de um modo dependente da dose.
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Tabela 4:

Dados da ligag¢do do vermelho do Congo

...............................................................................................................

1:0,01

1:0,001

155,512, 68

168, 9t1,22

£ 0,0t2,84

116,3%1,13

111,145,26

0,0£2,94

. 9,040,51

§7,2i2,27

. 0,0+1,05 |

. 0,0£6,46 |

139,8+0,26

8,3%£0,85

L 6,9%2,45

1 0,0£2,40 |

149,313, 97

S R RN AR

135,9+0,21

21,043,701

6,0£0,78

5,1+4,53

1 2,9%4,40 |

10,4+3,53 1 0,0%2,10

: 5,5%2,33

§55,6i1,48

4,5%4,12

7,5t2,83

1 9,3%1,40

:5,346,14

3,6i2,59

' 5,142,45 |
.mmmmmmmmmmwmmmmmmmmm?ia ..... SEREt

27,5%3,49]

1,651, 01§

131, 310,27

115,743, 77

11,541,21

8,93, 90

§11,o¢3,27

§1O 210, 523

§8,5i3,19

4,50, 64

:24,5%0,57

0,716,221

L 4,612,35

;o,o¢1,93'

:23,7£0, 39

115,4+1,34

0,0£7,07

4,5t1,62

L 4,0%1,78

§o,o¢3,87'

§11 742, 26

0,0%£2,25

1,4%+3,84

15,7i2,53:

§26,3i2,76

5,512,52

§1o 61,29,

5,7+4, 23§

4,841,86 |

1 0,0+3,45 |

149,041,117

§*— composto comparatlvo

7,410,70

§11 3%2, 24;

2,9io,69'

6,6i3,04§
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Exemplo 27: Os compostos desta invengdo sdo disruptores

potentes das fibrilas de NAC da doeng¢a de Parkinson

Descobriu-se também que o0s compostos desta invencdo e os
compostos comparativos testados eram disruptores/inibidores
potentes das fibrilas de NAC da doenca de Parkinson. O NAC
¢ um fragmento de 35 aminodcidos da o-sinucleina gque se
demonstrou que forma fibrilas do tipo amiloide quando
incubado a 37°C durante alguns dias. E o fragmento
amiloidogénico da o-sinucleina e postula-se que desempenha
um papel importante da patogénese da doenca de Parkinson e
outras sinucleinopatias. Num conjunto de estudos, a
eficdcia dos compostos em causar uma desmontagem/disrupcdo
das fibrilas de NAC pré-formadas da doenca de Parkinson foi

analisada.

Parte A - Dados de fluorometria da Tioflavina T

Num estudo, foi usada fluorometria da Tioflavina T para
determinar o efeito dos compostos #1, 3, 23, 26, 52, 63,
66, 67, e do EDTA (como um controlo negativo). Neste
ensaio, a Tioflavina T liga-se especificamente as fibrilas
de NAC, e esta ligacdo produz uma intensificacdo da
fluorescéncia a 485 nm que ¢é diretamente proporcional a
quantidade de fibrilas de NAC presentes. Quanto maior a
fluorescéncia, maior a quantidade de fibrilas de NAC
presentes (Naki et al, Lab. Invest. 65:104-110, 1991;
Levine 111, Protein Sci. 2:404-410, 1993; Amyloid: Int. J.
Exp. Clin. Invest. 2:1-6, 1995).

Neste estudo, 25 puM do NAC pré-fibrilizado (Bachem 1Inc)
foram incubados a 37°C durante 3 dias ou sozinhos, ou na
presenca dos compostos andlogos sintéticos de diidroxi #1,

3, 23, 26, 52, 63, 66, 67, ou EDTA (as razbdes de peso de
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NAC:composto de teste 1:1, 1:0,1, 1:0,01 ou 1:0,001). Apds
3 dias de coincubacédo, 50 pL de cada mistura de incubacéo
foram transferidos para uma placa de microtitulacdo com 96
pocos contendo 150 pL de &agua destilada e 50 puL de uma
solucdo de Tioflavina T (i.e. Tioflavina T a 500 mM em
tampdo de fosfato a 250 mM, pH 6,8). A fluorescéncia foi
lida a 485 nm (comprimento de onda de excitacdo 444 nm)
usando um fluordmetro de placa de ELISA apds subtracido com

tampdo sozinho ou composto sozinho, como branco.

Os resultados das incubacdes de 3 dias sdo apresentados em
baixo na Tabela 5. Por exemplo, ao passo que o EDTA né&o
causou inibicdo significativa das fibrilas de NAC a todas
as concentracdes testadas, os compostos 1, 3, 52, 63, 66, e
67 causaram todos uma disrupcdo/desmontagem dependente da
dose das fibrilas de NAC pré-formadas até certo ponto. Por
exemplo, o composto #3 causou uma inibicdo significativa de
91,0+1,99% (p<0,01) quando usado a uma razao de
NAC:composto de teste de 1:0,1, e uma disrupcdo de
93,940,77% gquando usado a uma razdo p/p de NAC:composto de
1:0,01. Sob as mesmas condicdes (i.e. razdo p/p de
NAC:composto de teste de 1:0,1), o composto #1 causou uma
disrupcdo de 99,5+0,53%, o composto #26 causou uma
disrupcédo de 6l,3%*6,52%, o composto #52 causou uma
disrupcdo de 89,2+1,49%, o) composto #66 causou uma
disrupcdo de 82,5%5,37%, e o composto #67 causou uma
disrupcdo de 50,0+7,03%. Este estudo indicou gue o0s
compostos desta invencéao sédo disruptores/inibidores
potentes das fibrilas de NAC da doenca de Parkinson, e
exercem usualmente os seus efeitos de um modo dependente da

dose.



102

Tabela 5: Dados da fluorometria da Tioflavina T - disrupgéao

das fibrilas de NAC da doeng¢a de Parkinson

% Inibigdo de NAC (resultadoiD.P.) a razido p/p de
NAC:composto de teste dada
Composto de |

1:1 1:0,1 1:0,01 1:0,001

Teste #
@mwmwmﬁﬁiiwmwwmmmgaragzijgw ........ 6f6£€fé§“w§8f6£i6759 .......... 676£I£7é .........
(controlo) : E

1= 100,0il,OO§ 99,5+10,53 %68,2i2,55 0,0x7,14
......................... §¥Wwwwwwmggfaiff$é .mggjéggjgyw

23%* | 58,0£8,43 g53,3il2,02 §35,6i9,73l 0,0+26,42
....................... £€¥”““”“”m%67ZE575E“f”éif§£éf55”fgéfégiféammafHEIéfééw
[ C—— §§:§£i?§§wé ..... 5575;3;25 ..... §9§:%;%:25 ...... i§7§£167£§ .....
T 63% 456i3103345il715330i169 ‘‘‘‘‘‘ 17,3+12,57
66 98’9i0’65 ..... ..... 8 2’5i5’37§43’4i3’45 ........ 30’5i9’55 .....
67 97,4+1,19 50,0%7,03 30, 645,75 | 11,9415, 98 |

*= composto comparativo

Parte B: Dados

No ensaio de 1

da ligag¢do do vermelho do Congo

igacdo do vermelho do Congo,

a capacidade de

um dado composto de teste em alterar a ligacdo da amiloide

(neste caso, NAC) ao vermelho do Congo ¢ quantificada.

Neste ensaio, o NAC e os compostos de teste foram incubados

durante 3 dias e depois filtrados em vacuo através de um

filtro de 0,2 pum. A guantidade de NAC retida no filtro foi

depois quantificada apds coloracdo do filtro com vermelho

do Congo. Apds do filtro,

da

lavagem
do

apropriada
do

qualquer

abaixamento cor vermelho Congo no filtro na

presenca do composto de teste (comparada com a coloracdo do
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vermelho do Congo da proteina amiloide na auséncia do
composto de teste) era indicativa da capacidade do composto
de teste em diminuir/alterar a quantidade de NAC agregado e

congofilico.

Num estudo, a capacidade das fibrilas de NAC em se ligarem
ao vermelho do Congo na auséncia ou presenca de quantidades
crescentes dos compostos #1, 3, 23, 26, 63, 66, 67, ou EDTA
(as razdes de peso de NAC:composto de teste de 1:1, 1:0,1,
1:0,01 ou 1:0,001) foi determinada. Os resultados das
incubacdes de 3 dias sdo apresentados na Tabela 6. Ao passo
que o EDTA ndo causou inibicdo significativa da ligacdo das
fibrilas de NAC ao vermelho do Congo a todas as
concentracdes testadas, os compostos testados causaram uma
inibicdo dependente da dose da ligacdo de NAC ao vermelho
do Congo como demonstrado na Tabela 6 em baixo. Por
exemplo, o composto #3 causou uma inibicdo significativa de
94,4+2,48% (p<0,01) da 1ligacdo do vermelho do Congo as
fibrilas de NAC gquando wusado a uma razdo p/p de
NAC:composto de teste de 1:0,1. Em comparacdo, o composto
#1 causou uma inibicdo de 75,4£2,96% da ligacdo do vermelho
do Congo as fibrilas de NAC quando usado a uma razdo p/p de
NAC:composto de teste de 1:1, e uma inibicdo de 75,9+2,48%
da inibicdo do vermelho do Congo quando usado a uma razdo
p/p de NAC:composto de teste de 1:0,01. Noutro exemplo, o
composto andlogo sintético #67 causou uma inibicéo
significativa de 81,2+/-2,87% (p<0,01) da ligacdo do
vermelho do Congo as fibrilas de NAC gquando usado a uma
razdo p/p de NAC:composto de teste de 1:1, e uma inibicdo
significativa de 47,7%£8,20% (p<0,01) da ligacdo do vermelho
do Congo quando usado a uma razdo p/p de NAC:composto de
teste de 1:0,01. Noutro exemplo, o composto #26 causou uma
inibicé&o significativa de 34,4410,19% da ligacdo do
vermelho do Congo quando usado a uma razdo de NAC:composto

de teste de 1:1, e uma inibicdo de 36,745,59% da ligacédo do
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vermelho do Congo quando usado a uma razdo de NAC:composto
de teste de 1:0,01. Este estudo também indicou gque os
compostos desta invencdo sdo também inibidores potentes da
ligacdo das fibrilas de NAC do tipo da doenca de Parkinson
ao vermelho do Congo, e exercem usualmente os seus efeitos

de um modo dependente da dose.

Tabela 6: Dados da ligag¢do do vermelho do Congo - disrupgdo

das fibrilas de NAC da doeng¢a de Parkinson

...................................................................................................................................................................................................................................

Composto de
1:1 1:0,1 1:0,01 1:0,001
Teste #
s e PU B 1 P 3 T e PP K P
| 1 §75,4i2,96 é75,9i2,58 §40,7i4,23 0,0+11,39 |
................................ 5mMWmmmwm?§ZfZEéfZém§é§f§£§f§§wiéffﬁiéf§§mmé%f555f26§
23 §4l,Oi8,54§30,3iié,06§25,6i5,37 AR
26 534,4i10,19§36,7i5,59 é36,4i0,67 0,0i27,34§
52 ............................. 73’8i3’1571,2i7,1778’9i4’76 ....... O’Oi24’43§
63 554,5i7,56§ 9,3%10,5 534,0i3,66 ‘0,0130,845
66 é8l,1il,74 é72,4i1,79 §51,0i9,5o 19,5i37,59§
.............................. 6781,2i2,8747,7i8,2o39,2i10’25 15,5i4l’42

Exemplo 28: Outros compostos de bis-diidroxifenilo) da

invencao

Para além dos 24 compostos descritos em detalhe nos
Exemplos 1 - 24, este Exemplo descreve outros compostos de
bis-(diidroxifenilo) que também servem como
disruptores/inibidores potentes das fibrilas de amiloide na

doenca de Alzheimer (i.e. AB), diabetes do tipo 2 (i.e.
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IAPP), outras doencas da amiloide, bem como na doenca de
Parkinson (i.e. «o-sinucleina/NAC) e outras doencas de

fibrilas de sinucleina.

Estes compostos sdo os compostos # 24, 64, 65, 68, 69, 70,
71 e 72. Estes sdo também referidos respetivamente como DC-
0024, DC-0064, DC-0065, DC-0068, DC-0069, DC-0070, DC-0071,

e DC-0072, respetivamente.

e Y Ve

N,N" -bis(3,4-idroxibenzoil) -N,N’ -dimetil-etilenodiamina
a §%§ ¥oow
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@~ T
H Q
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bis-(3,4-diidroxianilida) do &cido bis-(3,4-diidroxibenzilamida) do

fumarico dcido fumarico
Estes compostos podem ser preparados pelos métodos usados
para produzir os compostos ilustrados nos Exemplos 1 até 23
e suas variacdes facilmente determindveis por uma pessoa de
pericia vulgar na técnica. Assim sendo, por exemplo, O
composto 24 : pode ser preparado pelo método usado para o
composto 12, substituindo N,N'-dimetiletilenodiamina pelo
trans-1,2-diaminociclohexano do Exemplo 6, e assim por
diante. Uma pessoa de pericia vulgar na técnica nédo teréa
dificuldade, tendo em conta essa pericia e esta divulgacéao,
na preparacdo dos compostos ilustrados acima ou 0s

compostos da férmula dada na reivindicacédo 1.
Exemplo Comparativo 29: Andlogos de Metilenodioxi

Uma estratégia para a distribuicdo dos compostos de
diidroxiarilo desta invencdo para melhorar e/ou causar
caracteristicas de metabolismo e biodisponibilidade mais
favordveis envolve a protecdo dos grupos hidroxi dos
compostos de diidroarilo com grupos metilenodioxi. Esta
estratégia ¢é exemplificada nas 80 estruturas mostradas em

baixo.

Os anédlogos de metilenodioxi representam estruturas de
protecdo de hidroxi intermedidrias que sdo feitas para
completar com sucesso a sintese dos compostos de
diidroxiarilo descritos na invencdo. Estes compostos de
anel fechado tendem também a ser mais estaveis, e

hidrofdébicos (insoltiveis em agua), € menos suscetiveis de
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ser alterados ou degradados devido a oxidacdo que poderia
ocorrer se estivessem presentes grupos hidroxilo.
Adicionalmente, estes compostos fazem bons pré-férmacos
especialmente para distribuicdo ao cérebro devido a sua
natureza hidrofdébica. Os compostos hidrofébicos que sé&o
soltiveis em lipidos tendem a ser compostos atrativos para a
distribuicdo ao cérebro uma vez que eles sdo usualmente

capazes de penetrar a barreira sangue-cérebro.

Os andlogos de metilenodioxi estdo geralmente disponiveis
como intermediédrios na sintese dos correspondentes
compostos de diidroxiarilo, como pode ser visto a partir
das sinteses ilustradas nos Exemplos 1-23. E expetdvel que
estes compostos sejam eficazes na sua capacidade de causar
uma disrupcdo/desmontagem e inibicdo das fibrilas de
amiloide e sinucleina, logo que as estruturas de
metilenodioxi sejam clivadas para originar grupos
hidroxilo. A conversdo dos grupos hidroxilo em derivados de
metilenodioxi origina também pré-fadrmacos que se acredita
que melhoram a toxicidade (i.e. sendo menos tdéxicos),
metabolismo (uma vez serd menos provavel que os grupos OH
sejam alterados por metilacédo, glucuronidacéo e
sulfatacédo), e biodisponibilidade. Neste conceito de pré-
farmaco, acredita-se que a conversdo do prdé-farmaco tem
lugar no plasma (apds a sua protecgdo através do intestino),
e mais préxima do seu tecido alvo apropriado (6érgdos
sistémicos e/ou cérebro). Acredita-se que as enzimas no
sangue e tecidos apropriados sdo capazes de clivar o grupo
metilenodioxi nestes andlogos para originar as estruturas
de diidroxi para alcancar a eficédcia observada contra as
doencas descritas anteriormente no pedido tais como doenca
de Alzheimer, diabetes do tipo 2, doenca de Parkinson e

outras doencas da amiloide e sinucleinopatias.
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3-deoxi-3-(3,4-metilenodioxifenetil) -

3-deoxi-3-(3,4-metilenodioxibenzil) - . .
aminoepicatequina

aminoepicatequina

Exemplo Comparativo 30: Compostos acilados

Outra estratégia potencial ©para a distribuicdo dos
compostos de Dbis-diiidroxifenilo desta se esta invencéao
para melhorar e/ou causar caracteristicas de metabolismo e
biodisponibilidade mais favoraveis envolve métodos de
protecéo dos grupos hidroxi como seus ésteres
farmaceuticamente aceitdveis. 0s grupos éster substituindo
0s grupos hidroxi tendem também a tornar os compostos mais
estaveis, € menos suscetiveis de ser alterados ou

degradados devido a oxidacdo dos grupos hidroxilo.

A tabela de compostos em baixo ilustra os ésteres de
acetilo dos 80 compostos de diidroxiarilo dos Exemplos 1 -
23 e 28 estdo apresentados em baixo nos quais os grupos OH
estdo substituidos por grupos acetilo. A ilustracdo dos
ésteres de acetilo é meramente exemplar para a classe de
ésteres farmaceuticamente aceitaveis que sdo parte dos
compostos desta invencdo e podem ser preparados por

métodos analogos.
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E expetdvel que estes compostos sejam eficazes na sua
capacidade de tratar doencas da amiloide e sinucleinopatias
logo que as ligacgdes éster sejam clivadas (por enzimas no
plasma ou no tecido do cérebro), e os grupos hidroxilo séo
regenerados. A substituicdo dos grupos hidroxilo por grupos
éster originarido pré-fadrmacos que se acredita que melhoram
a toxicidade (i.e. sendo menos todéxicos), metabolismo (uma
vez serd menos provavel que os grupos OH sejam alterados
por metilacédo, glucuronidacéo e sulfatacédo), e
biodisponibilidade. Neste conceito de pro-farmaco,
acredita-se que a conversdo do pré-farmaco tem lugar no
plasma (apds a sua protecdo através do intestino), e mais
préoxima do seu tecido alvo apropriado (6érgdos sistémicos
para o tratamento de doencas da amiloide sistémicas e/ou
cérebro para o tratamento do Alzheimer, Parkinson, diabetes
do tipo 2, e outras doencas da amiloide AR e sinucleina).
Acredita-se gque as enzimas no sangue e tecidos apropriados
sdo capazes de clivar as 1ligacdes éster nestes ésteres
farmaceuticamente aceitdveis para originar as estruturas de
diidroxi importantes para a eficacia observada contra a
doenca de Alzheimer, outras doencas da amiloide (tais como
fibrilas de IAPP na diabetes do tipo 2), e (fibrilas de o-
sinucleina/NAC, tal como na doenca de Parkinson, e outras

sinucleinopatias.

Os ésteres farmaceuticamente aceitdveis dos compostos #1
até #86 sdo preparados por métodos bem conhecidos de
pessoas de pericia vulgar na técnica, tais como por reacédo
dos compostos de diidroxiarilo com &cidos farmaceuticamente
aceitaveis, especialmente na forma ativada (tal como os
haletos de &4cido) e/ou na presenca de reagentes facilitando
a esterificacdo (tal como um catalisador &cido) e/ou sob
condicdes favorecendo a esterificacéo (tal como por
conducdo da reacdo sob reacdes onde a Aagua formada na

z

esterificacdo é removida, p.ex. por destilacdo). 0Os métodos
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de esterificacdo dos grupos hidroxilo fendlicos sdo bem

conhecidos de pessoas de pericia vulgar na técnica.

Acidos adequados para a formacéao de ésteres
farmaceuticamente aceitédveis sdo os &cidos alcanoicos Cj,-g
(Acido acético, 4cido propidnico, e similares), Aacido
benzoico, é&cidos arilalcanoicos (&cido fenilacético, e
similares); embora muitos outros &acidos sejam adequados
para a formacdo de ésteres farmaceuticamente aceitédveis, e
uma pessoa de pericia vulgar ndo terd dificuldade na

escolha de um acido adequado.

1,2-pbis(3,4-diacetoxifenil)etano
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tropinona
< ) Na A o ra A
A , N
, \ !1N ¢ L G ACCVT$ I}“‘f :l:/ A ! P
AcO { =0 QAc AcO O “OAc
AcO QHN /== 22C
210 cL 3 QAC
- e N-acetil-4- (3,4-diacetoxibenzilamino-
metileno)-2-(3,4-diacetoxifenil) -
3,4-diacetoxibenzilamida do acido a-
oxazolin-5-ona
(3,4-diacetoxibenzamido) -3,4-
diacetoxi (-)cinamico
: - o i OAc
Ac QhAs
N i 1 .
23C P @ \_is AcQO,__~ ,JJ\NJ‘T—N; N0
ACO Nty OA _ \m
; 24C 7 i O
o AcO™

1,4-bis(3,4-diacetoxibenzoil) - N,N"-bis(3,4-diacetoxibenzoil)-N,N" -

piperazina dimetil (-)etilenodiamina

o o

Aco N—& DAc Ac LNH HN OAc
250 26C

OAc AcO” . OQAC

2,5-bis(3,4-diacetoxibenzoil) -2,5- N,N" -bis(3,4-diacetoxibenzoil) - trans-
diaza[2,2,1]-bicicloheptano diaminociclohexano

OAC

Lo
3,6-bis(3,4-diacetoxibenzil)-2,5-

N,N" -bis(3,4-diacetoxibenzoil) -cis-
dicetopiperazina

1,3-bis-(aminometil)ciclohexano

' Me . '
O - -
oC. :
Ac 07N 7 0Ac f'\)\ Qcmc
Me
3,6-bis(3,4-diacetoxibenzilideno) - N-(3,4-diacetoxifenilacetil) -prolina-



1,4-dimetil-2,5-dicetopiperazina
ACQM
o
OAc

31C ﬁuﬂ)
2,3-bis(3,4-diacetoxifenil) -butano

s¥epe
33C

1,4-bis(3,4-diacetoxibenzil) -benzeno

ACOU\/ \Sj/\QOAC
35¢ AcO OAc
2,5-bis(3,4-diacetoxibenzil) -tiofeno

AcO. OAc

AcQO OAc

Ag
ACO~

37C
1,2-bis(3,4-diacetoxifenil) -

ciclohexano

A andh OAC
f OAc

AcQO
39C .
3,7-bis(3,4-diacetoxifenil) -

biciclo[3,3,0] (-)octano

fﬂ\E:GAC
O 0Ac

ACOD/
410 AcO"~

1,2-bis(3,4-diacetoxifenoxi) -etano

Aco:@OU@\iIOAc
cO~ " OAc

trans-1,2-bis(3,4-diacetoxifenoxi) -

(-)ciclopentano

120

3,4-diacetoxianilida

SCAGO

1,3-bis(3,4-diacetoxibenzil) -benzeno
BORACR SN
34C AcO” J\"
2,6-bis(3,4-diacetoxibenzil) -piridina

OOl
N 7 ]

AcO NS OAe
36C ) A

2,3-bis(3,4-diacetoxibenzil) -tiofeno

AcQ Olc

38C
1,4-bis(3,4-diacetoxifenil) -

ciclohexano

40C
2,3-bis(3,4-diacetoxifenil)-1,7,7-
trimetil-biciclo[2,2,1]heptano

Acoﬁo\f\w@ ™ OAc
: ' " 0AC
©e AcQ

1,3-bis(3,4-diacetoxifenoxi)-propano

44C »AcO :

N-acetil-N-(3,4-diacetoxibenzil) -3-

OH Ac
N~

OAC
~QAC



ii -QAC
ACOjI::jAJ\f N OAC
H
45C AcOr
3,4-diacetoxianilida do acido 3,4-

diacetoxifenoxi-acético

0
SR | v/—wg__\ OAc
AcO d HN
Q OAC

AcQ '
47C

3,4-diacetoxifenetilamida do &acido

3,4-diacetoxifenoxi-acético

Am}—g::}—ﬂglgi P

AcO ' Ac
49C CAc

o-(3,4-diacetoxiafenoxi)anilida do

acido 3,4-diacetoxibenzoico

| o fro;\c
AcO*’lL\N AOAC
ASQ - H

51C

3,4-diacetoxianilida do acido 3,4-

diacetoxibenzoico

o \/[f»“ | OAC
AcoD)LN-/\ Ac
AcO H |
53C

3,4-diacetoxifenetilamida do &acido

3,4-diacetoxibenzoico

H #/E::I:Oﬁm

N OB
; 0

55¢ ACO

3,4-diacetoxibenzilamida do acido

3,4-diacetoxifenilacético

121

(3,4-diacetoxi (-) fenoxi) -2-

hidroxipropilamina

e
Aaaﬁo\)\w» OAc
H

460 AcO QAC

3,4-diacetoxibenzilamida do acido 3,4-

diacetoxifenoxiacético
o H 8]
ASC}“S::;}"Cy“QZj;*fN .
AcO OAc
48C
QAL

p-(3,4-diacetoxifenoxi)anilida do

acido 3,4-diacetoxibenzoico

o {Tyonpn s

AcO”
50C

2,6-bis(3,4-diacetoxifenoxi)-piridina

O -
ACOHLNH/\K\E QAc
AcO™ ~""0Ac

52C

3,4-diacetoxibenzilamida do acido 3,4-

diacetoxibenzoico

. H
AcO N\,/Q[OAC
Acom SNOAG.
54C

3,4-diacetoxianilida do acido 3,4-

diacetoxifenilacético

. H
ACQ:@/Y N\/\UZOAC
AcO G S 0Ac

56C

3,4-diacetoxifenetilamida do acido



- Aco:./\A /©:o
AcC

3,4-diacetoxianilida do &acido 3-

(3,4-diacetoxifenil) -propidnico

OAg

? K
AthI::jf“\J)kaﬁ‘fi ! OAC
AcOr . H

3,4-diacetoxifenetilamida do Aacido

3-(3,4-diacetoxifenil)propidnico

ACO \ )\ /\@O.Ac
61C  AcO- OAc
3,4-diacetoxibenzilamida do &acido

3,4-diacetoxicinamico

AGOD/ Tj)\gxc

gac AcO

Bis(3,4-diacetoxianilida) do acido

oxalico
o W o (A\Jj:ij:OAc
AcO ) NYLL»N QAL
65C  AcD i (o) H ' '

Bis(3,4-diacetoxi-fenetilamida) do

acido oxalico

~OAC
P H\/@
A:Qﬁ/\N/WN QAL
AcO H 0

Bis(3,4-diacetoxi-benzilamida) do

acido succinico

122

3,4-diacetoxifenilacético

Q
Ac@U\)kN/\O:zAc
AcO H N oac
3,4-diacetoxibenzilamida do acido 3-

(3,4-diacetoxifenil) -propidénico

O l 0AC
. AcOD/\)LN 0AC
AcO— H

3,4-diacetoxianilida do acido 3,4-

diacetoxicindmico

‘ G ;A;/J::E:QAC
Aco:@/-\)m - OAC
AcO : H
&2C
3,4-diacetoxifenetilamida do &acido
3,4-diacetoxicinémico

QAc

.ACC}j[:::rf“\ ”l\T’N‘v’lgkél;Ch%C

sac LT

Bis(3,4-diacetoxibenzilamida) do acido

oxalico

QAc

ACO—~" ,E\‘?J/ \n/\)‘\ /Q:OAC
“AcQ
&65C -
Bis(3,4-diacetoxianilida) do acido

succinico

OAC

AcOﬁ\g’\/iﬁﬂOAc

AcO

68C

Bis(3,4-diacetoxi-fenetilamida) do

acido succinico



ACO
AcO

:D-’ \r”:‘\T' \‘:OA{S
CAc

Bis(3,4-diacetoxianilida) do acido

maleico
. O [/\IOAC
AcO " = NN\me QAc
ACO O H
TIC
Bis-(3,4-diacetoxi-anilida) do &acido
fumarico
A
AcO, 0
CD—GﬁA —OAC
AcN
73C
N-acetil-bis-(3,4-diacetoxibenzil) -
amina
QAc

QAL

g

tris-(3,4-diacetoxibenzil) —amina

ACO O
AcO \N"&“N’“\@ORG
77C OAc

1-(3,4-diacetoxifenil)-3-(3,4-

daicetoxibenzil)ureia

123

O O
Acglf\,)/\“j MANAC[QAC
A R L one

Bis(3,4-diacetoxibenzilamida) do acido

maleico
OAc
Ac :]::;r’\ kaﬁ“er\¢/%§/”‘OAc
AcD
T20C

Bis-(3,4-diacetoxi-benzilamida) do

4cido fumérico

AcQ QAcC
ACO—D'—\ J‘@OA&
AcN ]
74C
N-acetil-N-(3,4-diacetoxibenzil) -3, 4-

diacetoxifenetilamina
QDA{:
N N QAC

1,3-bis-(3,4-diacetoxifenil) -ureia

AcQ
AcO

I |
ACO™ "N ~OAC
78C H H
1-(3,4-diacetoxifenil)-3-(3,4-

diacetoxifenetil)ureia



124

MG

B rf OAc
AcO i \IO Ac

0

Oic

NAC . . “NAc OAc
' QAc ,
OAG
]
OAc N-acetil-3-deoxi-3-(3,4-diacetoxi-
N-acetil-3-deoxi-3-(3,4-diacetoxi- fenetil)-amino-5,7,3" ,4  -tetracetil-
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Exemplo 32: Composig¢des de compostos desta invencgédo

Os compostos desta invencdo, como mencionado previamente,
sdo desejavelmente administrados na forma de composicdes
farmacéuticas. Composicdes farmacéuticas adequadas, e o0
método da sua preparacdo, sdo bem conhecidas de pessoas de
pericia vulgar na técnica e sdo descritas em tais tratados
como Remington: The Science and Practice of Pharmacy, A.
Gennaro, ed., 20°% edicdo, Lippincott, Williams & Wilkins,

Filadélfia, PA.

Composicdes representativas sdo como se segue:

Formulacdo de comprimido oral

Uma formulacdo de comprimido oral de um composto desta

invencdo é preparada como se segue:

% p/p
Compostodesta ..... lnvengao ............. 10’0 ......
éEStearato de magnésio %O,S
———————— 576 ..........
Hidroxipropilmetilcelulose 1 5
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Os ingredientes sdo misturados até a homogeneidade, depois
granulados com o auxilio de &gua, e os granulados secos. O
granulado ¢é depois comprimido em comprimidos dimensionados
para dar uma dose adequada do composto. O comprimido é
opcionalmente revestido por aplicacdo de uma suspensido de
um agente formador de filme (p.ex.
hidroxipropilmetilcelulose), pigmento (p.ex. bxido de
titédnio), e plastificante (p.ex. ftalato de dietilo), e
secagem do filme por evaporacdo do solvente. O revestimento
de filme pode compreender, por exemplo, 2-6% do peso do

comprimido.

Formulagdo de capsula oral

O granulado da seccdo prévia deste Exemplo ¢ enchido em
cédpsulas duras de gelatina de um tamanho adequado a dose
pretendida. A cépsula é unida por selagem, se desejado.

Formulacdo de gel suave

Uma formulacdo de gel suave é preparada como sSe segue:

O composto é dissolvido ou disperso no polietileno glicol,
e um agente espessante adicionado se requerido. Uma
quantidade da formulacdo suficiente para proporcionar a

dose desejada do composto é depois enchida em géis suaves.
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Formulagdo parenteral

Uma formulacédo parenteral é preparada como se segue:

1)

§6 p/p

‘Composto desta invengéoél,o

Salino normal 99,0

O composto é dissolvido no salino, e a solucdo resultante é
esterilizada e enchida em frascos, ampolas, e seringas pré-

cheias, como apropriado.

Formulacdo oral de libertagdo controlada

Uma formulacdo de libertacdo sustentada pode ser preparada
pelo método da Patente dos EUA No. 4,710,384, como se

segue:

Um Kg de um composto desta invencdo ¢é revestido num
revestidor de pd Uni-Glatt modificado com celulose de etilo
Tipo 10 da Dow. A solucgdo pulverizante é uma solucdo a 8%
da celulose de etilo em acetona a 90% a etanol a 10%. Foi
adicionado 6leo de ricino como plastificante numa
quantidade igual a 20% da celulose de etilo presente. As
condicdes de pulverizacdo sdo como se segue: 1) velocidade,
1 litro/hora; 2) batimento, 10-15%; 3) temperatura de
entrada, 50°c, 4) temperatura de saida, 30°cC, 5)
percentagem de revestimento, 17%. O composto revestido é
crivado até tamanhos de particula entre 74 e 210 microns. E
tomada atencdo para assegurar uma boa mistura de particulas
de diferentes tamanhos dentro dessa gama. Quatrocentos mg

das particulas revestidas sdo misturados com 100 mg de
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amido e a mistura é comprimida numa prensa manual até 1,5
tons para produzir um comprimido de libertacdo controlada

de 500 mg.

Lisboa, 09 de Junho de 20114



REIVINDICACOES

Um composto da férmula:

ou um seu sal farmaceuticamente aceitédvel, onde:
R é& um grupo alquileno C4-Cig, no qual existem:

i) opcionalmente 1 ou 2 ligacdes duplas nao
adjacentes;

ii) 1 a 3 grupos metileno ndo adjacentes estéo
substituidos por NR/, O ou S, onde R é& H, acilo Cjy4
ou alquilo Ci_3; e

iii) 2 grupos metileno estdo substituidos por um

grupo carbonilo ou hidroximetileno
O composto da reivindicacédo 1 selecionado de:
H H
HO = Nﬁﬁ/\goﬂ
OH
OH

OH

HO N\n/\)LN b \g/kﬁ 4
& B .

Ho:s | RO )

H
o 1{*\wJLN M o , NJLN’“er oH
3 R " O
OH, O

4

i § Ho]@/ ﬂz“
HO. N~ N OH . H H .
HO” v, .



Bt i .
{ ; He H\J:Io
BO NMHDZOH QU\QJV\H/ H
K & o
'OH .= HO
ou um seu sal farmaceuticamente aceitéavel.

Uma composicdo farmacéutica compreendendo o composto da
reivindicacdo 1 ou 2 e um excipiente farmaceuticamente

aceitavel.

Um composto de acordo com a reivindicacdo 1 ou
reivindicacdo 2 para uso no tratamento da formacéo,
deposicédo, acumulacdo, ou persisténcia de fibrilas de

amiloide ou fibrilas de sinucleina.

Um método in vitro de tratamento da formacéo,
deposicdo, acumulacdo, ou persisténcia de fibrilas de
amiloide ou fibrilas de sinucleina, compreendendo
tratamento das fibrilas com uma gquantidade eficaz de um
composto de acordo com a reivindicacéao 1 ou

reivindicacédo 2.

O composto da reivindicacdo 4 ou o método da
reivindicacdo 5, em que as fibrilas de amiloide séo

fibrilas de amiloide AB ou fibrilas de amiloide IAPP.

O composto da reivindicacdo 4 ou o método da
reivindicacdo 5, em que as fibrilas de sinucleina séo

fibrilas de o-sinucleina.

Um composto de acordo com a reivindicacdo 1 ou
reivindicacdo 2 para uso no tratamento de uma doenca da
amiloide ou uma sinucleinopatia num mamifero sofrendo

da mesma.



9.

10.

11.

12.

O composto da reivindicacdo 8, em que a doenca da
amiloide é uma doenca associada a formacédo, deposicéo,
acumulacdo, ou persisténcia de uma proteina amiloide
selecionada do grupo consistindo em amiloide AR,
amiloide AA, amiloide AL, amiloide IAPP, amiloide PrP,
amiloide R ;-microglobulina, transtiretina, pré-

albumina, e pré-calcitonina.

O composto da reivindicacdo 8, em que a doenca da
amiloide é selecionada do grupo de doencas consistindo
em doenca de Alzheimer, sindrome de Down, deméncia
pugilistica, atrofia de sistemas multiplos, miositose
de corpos de inclusédo, hemorragia cerebral hereditéaria
com amiloidose do tipo Dutch, doenca de Nieman-Pick do
tipo C, angiopatia B-amiloide cerebral, deméncia
associada a degeneracdo basal cortical, a amiloidose da
diabetes do tipo 2, a amiloidose da inflamacdo crdnica,
a amiloidose da malignidade e Febre Mediterréanea
Familiar, a amiloidose do mieloma multiplo e discrasias
das células B, a amiloidose das doencas do priéo,
doenca de Creutzfeldt-Jakob, sindrome de Gerstmann-
Straussler, kuru, tremor epizodtico, a amiloidose
associada ao sindrome do canal cérpico, amiloidose
cardiaca senil, polineuropatia amiloiddética familiar, e

a amiloidose associada a tumores enddcrinos.

O composto da reivindicacdo 8, em gque a sinucleinopatia
é uma doenca associada a formacéao, deposicéo,
acumulacdo, ou persisténcia de fibrilas de sinucleina,

preferencialmente fibrilas de a-sinucleina.

O composto da reivindicacdo 8, em gque a sinucleinopatia
é selecionada do grupo de doencas consistindo em doenca

de Parkinson, doenca de Parkinson familiar, doencas dos



corpos de Lewy, a variante dos corpos de Lewy da doenca
de Alzheimer, deméncia com corpos de Lewy, atrofia de
sistemas multiplos, e o complexo de Parkinsonismo-

deméncia de Guam.

13. O composto da reivindicacdo 8, em que o mamifero é um

humano.

14. O composto da reivindicacdo 8, que é para administracédo
numa guantidade entre 0,1 mg/kg/dia e 1000 mg/kg/dia,
preferencialmente entre 1 mg/kg/dia e 100 mg/kg/dia,
mais preferencialmente entre 10 mg/kg/dia e 100

mg/kg/dia.

15. Uso de um composto de acordo com a reivindicacdo 1 ou
reivindicacdo 2 no fabrico de um medicamento para

tratamento

a) da formacéao, deposicéo, acumulacéo, ou
persisténcia de fibrilas de amiloide ou fibrilas de
sinucleina, ou

b) de uma doenca da amiloide ou uma sinucleinopatia
num mamifero sofrendo da mesma, preferencialmente em
que a) ¢ modificado ©pelas caracteristicas das
reivindicacdes 6 ou 7 ou em que b) é modificado pelas
caracteristicas de qualgquer uma das reivindicacdes 9

a 14.

Lisboa, 09 de Junho de 2014
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