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"Processo de preparag#oc de composicBes

2 base de alfa-,

dextrinas"

beta- ou gama-ciclo-

para que

THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PEN
NSYLVANIA, pretende obter privilégio
de invengZo em Portugal.

RES UMD

0 presente invento refere-se 2 um processc de preparac3o

de composigBes & base de ciclodextrinas o qual compreende a mis-

tura de (1) um derivado de oligossacarido ciclico com (2) um agen

te anti-viral, sendo o derivado caracterizado por possuir uma so-

lubilidade a 09C, em &gua destilada, de pelo menos cerca de 20 g/

/100 ml de &gqua.

As composig®es preparadas pelo
na inibig¢do de infecgZo de células por
missdo, célula a célula, de um virus e

sincicios entre células infectadas por

presente invento sZo Gteis
virus, na inibig3o de trans
na inibigdo da formagZo de

um virus.
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MEMORIA DESCRITIVA

1 - CAMPO DO INVENTO

0 presente invento refere-se ac campo dos.tratamentos pa-
ra infecgﬁes por virus. Mais particularmente, este invento refe-
re-se ao ¢amp0 dos agentes activos biologicamente que interferem
com, ou inibem, as interacgBes virus-célula hospedeira por liga-
¢3%o com O(S)'locais receptor(es) nas células hospedeiras, ou nos

virus, ou em ambos.

2 - ANTECEDENTES DO INVENTO

2.1 - HIy -

0 Sindroma da Imuno Deficifncia Adquirida (SIDA) & uma das
doengas méis temidas no mundo de hoje. A infecg¥o com o virus da
imunodefiéiéncia humana (HIV-1), considerada como a causa da SIDA
é guase saﬁpre fatal. 0Os sintomas da doenga podeh levar anos a
desenuolﬁef;se, facilitando como tal a disseminag®o desta doenga
fatal por pessoas que desconhecem que teém o virus., Os tratamentos
para a SIDAiséo limitados e ndo tém tido sucesso no controlo da

doenga.

é.geralmente aceite que uma glicoproteina de envédlucro de
HIV-1 joga um papel chave no processo de infecg®o das células de
tecido humano pelo virus. A glicoprotefna de env6lucro consiste
em duas potgﬁes principais de glicoproteina-gp 120 e gp 41. Cre-
-se que a gp 120 é a parte ma2is exterior do complexo composto por
estas duas glicoprotefnas. CrB-se que a ligag¥o da particula de
HIV-1 3s células humanas, um azcontecimento chave na infecg¢3o das
células com o virus, requer a ligag#o entre a gp 120 e um comple-

X0 proteico receptor conhecido como CD4 em certas células humanas.

A express®@o de CD4 nas células humanas revelou aumentar a
susceptibilidade da ligag3o, a penetragZio e infecg®o por HIV-1.
Pensa-se que a CD4, uma glicoprotefna da superficie celular com
55 000 dalton, representa um receptor de superficie celular ao
qual a glicoprotefna de env6lucro do HIV-1 (gp 120) se liga. Es-

ta interacgZo facilita provavelmente os acontecimentos necessarios
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% fusBo viral com a membrana de plasma e a subsequente entrada na

célula.

Creé-se que hé pelo menos tr8s locais de ligagZo separados
na molécula de gp 120 que se combinam para formar um local de li-
gagdo de alta afinidade pelo receptor CD4. Esta afinidade pelo
receptor CD4 é extremamente forte e esta afinidade de ligagZo po-
de deslocar ou impedir a ligag3o de anticorpos produzidos pelo
hospedeiro na sua defesa imunol6gica standard. Por exemplo, a
maior parte dos doentes com SIDA e com ARC (complexo relacionado
com a SIDA) t&m niveis elevados de anticorpos para gp 120, contu-
do a interacg¥o gp 120-CD4 pode deslocar o anticorpo ligado de mo
do que se pode esperar gue as vacinas dirigidas contra a gp 120
sejam ineficazes, uma vez que os anticorpos que induzem no hospe-
deiro serdo relativamente ineficazes. Um composto, comercialmen-
te disponfvel, gque é Gtil como agente anti-infeccioso & uma forma
de CD4. Cré-se que o composto resulta porque se liga & gp 120
t3o fortemente como a CD4 natural. Deste modo, se administrada
em concentrag®es suficientemente altas, a CD4 livre (administrada)
ligar-se-d a toda a gp 120 viral e evitard a sua ligag3o ao CD4

das células hospedeiras.

0 virus HIV-1 revelou infectar preferencialmente as célu-
las que expressam a glicoproteina de superficie CD4. Cr8-se gue
este tropismo resulta de interacgBes entre a gp 120 de envélucro
do virus e uma glicoprotefina de local de ligag®o de grande afini-
dade CD4 que permite a absorg#o viral. Seguidamente 3 ligac3o
inicial do virus & molécula de CD4 de superficie da célula, cré-
-se que sdo importantes outras regi®es do envdlucro do virus na
fusd@o inicial entre as membranas virais e celulares. Pensa-se
que esta interacg3do precede a entrada , descapsulagem e replica-

¢do0 virais.

Embora exista muita evidBncia a suportar a sequBncia de
acontecimentos anteriormente exposta, vArios estudos t&m demons-
trado que a CD4 pode ser necessdria, mas n3o suficiente, para me-
diar a entrada de HIV-1 nas células. Estas experifincias t&m usa-
do células primérias expressando a CD4 e linhas de células huma-

nas transfectadas com CD4; estas células ligam e internalizam o
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virus HIV-1. Adicionalmente, os monocitos e algumas linhas de
células B raras que s%oc infectéveis por HIV-1 expressam mRNA co-
dificando potencialmente proteinas CD4. Finalmente, os anticor-
pos para ep{topos especificos CD4 inibem a ligagZ®o viral e forma-

G330 de sincicios bem como a infecg3o viral.

A maior parte das células murinas que expressam a glico-
protefna humana CD4 ligam-se ac HIV-1 mas n3o formam facilmente
sincicios e ndo s3o facilmente infectadas. Adicionalmente foi
revelado que os anticorpos gque quebram as interacg@ies virus-CD4
ndo bloqueiam a infecgdo viral de certas linhas de células neuré-
nicas humanas. Estas Gltimas observagBes sugerem que outros fac-
tores e/ou outras moléculas presentes nas células humanas para 14

da CD4 podem ser operantes na penetrag®o do HIV-1.

Sabe-se que os receptores de superficie da célula ocorrem
em muitos tipos de células. Cre-se que estes receptores s%o im-
portantes numa larga variedade de fungBes celulares tais como os
processos de reconhecimento célula-célula, regulag3o do crescimen
to, regulagdo hormonal e metabllica e agregacgd@o estrutural das cé
lulas. Alguns destes receptores de superffcie de célula, camo
por exemplo o receptor CD4, s3o considerados glicoprotefnas. As
glicoproteinas s#do moléculas compreendendo uma regi%o proteica 1i
gada a uma regiZo polissacarfdica. A regi%o proteica constitui
tipicamentea maior parte da molécula. Os ligandos de alguns re-
ceptores, tais como a gp 120, a glicoprotefna de envélucro do
HIV-1 que se liga ao receptor CD4, s¥o também glicoproteinas. Cre
-se gue a porgdc polissacarfdica da molécula de glicoprotefna jo-
ga um papel na interacg¥o entre o receptor e o seu ligando e & im
portante para conferir especificidade & ligag3o receptor-ligando

pelo menos nalguns casos.

2.2 - POLISSACARIDOCOMOD AGENTES TERADEUTIEDS

Os polissacéridos s%o polimeros biologicamente importan-
tes compostos por moléculas de aglcares simples ligadas. Estas
substancias est& sempre presentes em organismos biol6gicos. 0 ami
do é um polissacdrido usualmente conhecido tal como o s3¥o muitas

composigBes de ocorr@ncia natural. Sabe-se que pequenos segmen-
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tos de cadeias de polissacdridos s3do importantes nas propriedades
fisicas e quimicas de muitas protefnas - particularmente em orga-
nismos eucariotas. Sabe-se que vérios polissacédridos e seus deri
vados s¥3o importantes nos fen6menos de superficie em sistemas bio
l6gicos. A heparina, por exemplo, & uma mistura de polissacéri-
dos polissulfatados com pesos moleculares variando entre cerca de
5 000 e 40 D00; ¢é preparada comercialmente a partir de material
biol6gico tal como tecido do pulm3o. As subst@ncias contidas na
heparina s8o surfactantes biol6gicos importantes e também previ-
nem a formag@o de codgulos no sangue. Sabe-se que a heparina e
as subst@ncias semelhantes & heparina previnem a ades#o de bacté-
rias potencialmente infecciosas a superficies na bexiga urinéria,

uretra e uretéres.

Embora a heparina tenha sido durante muito tempo usada em
medicina para tratar codgulos sanguineos, a heparina tem, recenteg
mente, suscitado a ateng3o de investigadores para outros usos.
Science Focus, New York Academy of Sciences, 2(3): 1, 1988 reve-
la que a heparina pode inibir o HIV, o agente viral que causa a
SIDA, em células seleccionadas, num estddio do ciclo, reprodutivo
do virus. Contudo, a heparina é um anticoagulante forte, muito
conhecido e o seu uso continuado em mami{feros pode levar a desor-
dens hemorrégicas. Mais ainda, a heparina comercial é uma mistu-

ra heterogénea de subst&ncias derivadas de fontes naturais.

Mitsuya et al., Science, 240: 646-649 (1988) demonstraram
que o uso de polidextranos lineares poli-sulfatados de alto peso
molecular (P.M de aproximadamente 8 000) podem inibir a infecg3o
por HIV-1 de certos gl6bulos brancos. Baba et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85, 6132-6136 demonstrou que o sulfato de dextra-
na (P.M. 5 000) e a heparina podem inibir a infecg®o por HIV-1 de
certos glébulos brancos. A Patente americana N2. 4 783 446, 1988,
revela o uso de carragenanos ou mistura de carregenanos no trata-
mento da SIDA ou outras infecgBes por retrovirus. Os carragena-
nos estardo na gama de P.M. de 5 000 - 500 000 variando a maioria
entre P.M. 100 000 e 500 000. Contudo n3o est4 claro se este fe-
némeno & um efeito especifico ou n3o especifico deste composto,

uma vez que as subst@ncias de alto peso molecular deste tipo po-
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dem ter efeitos de membrana n3o especificos nas propriedades lipi
dicas da superficie da célula e da superficie do envelope viral.
Mais ainda, tal como a heparina, o composto de alto peso molecu-

lar é fortemente anticoagulante.

0 tratamento de individuos infectados com HIV-1 tem sido
complicado pela capacidade de ligag¢®o do virus as células de mami
feros e a extrema toxicidade de infecg3o com o virus. H& um po-
tencial para infectar inadvertidamente individuos saudéveis com
apenas HIV-1 completo parcialmente inactivado ou componentes do
virus, como parte de uma vacina. Os esforgos para controlar o vi
rus através de drogas n3o tiveram sucesso até i data. SZo neces-
sdrios meios alternativos de tratamento de individuos infectados
com HIV-1, bem como métodos alternativos de preveng3o ou inibigdo
de infecgdo de células com HIV-1 que n3o sejam t6xicos para o in-
dividuo infectado com HIV-1 e que sejam sequros para os indiv{duos

ndo infectados com o virus.

3 - SUMARIO DO INVENTO

0 presente invento proporciona métodos novos para inibir
a infecgdo de células por um virus usando um carbo-hidrato comg
agente de blogqueio. 0 invento é também dirigido a métodos para a
inibigdo da transmiss3@o célula a célula do virus usando um czrbo-
-hidrato comoagente de blogueie. O agente de bloqueio carbo-hi-
drato & capaz de interagir com as células do hospedeiro e interfe
re com a ligagdo do virus as células. De preferBncia o agente de
blogueio carbo-hidrato é um derivado de um oligossacédrido cfclico
muito soldvel em &gua contendo até cerca de doze monémeros de acgd
car. 0 derivado de oligossacéride cfclico pode conter substituin
tes i6nicos e/ou n3Fo ibnicos. Tal como & usado no presente pedi-
dc o termo "muito soldvel em 4gua" pretende englobar uma solubili
dade medida a2 02C, de pelo menos cerca de 15 g/100 ml em -dgua des
tilada, preferencialmente de pelo menos cerca de 20 g/lOU ml,
mais preferencialmente maior que 30 /100 ml. De preferfncia, o
oligossacérido ciclico tem cerca de seis a oito mondmeros de agl-

car.

Este invento também fornece um método de inibi¢3o da for-
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magdo de sinci{icios entre células, compreendendo proporcionar um
agente blogueador carbo-hidrato que seja capaz de interagir com
as referidas células ou virus, compreendendo o referido agente
bloqueador carbo-hidrato um derivado de oligossacdrido ciclico
contendo até cerca doze agdcares, em que o dito derivado & carac-
terizado por uma solubilidade de pelo menos 20 g/lDO ml. 0 agen-
te é administrado as referidas células sob condig®es selecciona-
das para causar a interacg3o dec derivado de oligossacédrido cicli-
co com as referidas células, inibindo assim a formag3@o de sincici
os. Noutra concretizag®o, os derivados de oligossacérido cicli-
cos do presente invento podem inibir a formagdo de sincicios por
administragdo do agente de bloqueio carbo-hidrato sob condigBes em

que o virus é impedido de se ligar a célula.

Este invento fornece ainda uma composig@o para inibir a
infecgdo por virus, em mamiferos, incluindo o Homem, compreenden-
do (1) um derivado, muito sol@vel em 4gua, de um oligossacérido
ciclico em combinacg3o com (2) pelo menos um agente antiviral, sen
do o referido derivado caracterizado por uma solubilidade em 4gua
destilada de pelo menos cerca de 20 gramas por 100 mililitros de
dgua a 02C. As composigBes podem também ser usadas para inibir a
transmiss@o célula a célula do virus. As composigBes, noutra con
cretizag®o, podem ser usadas para inibir a formag®o de sincicios

em células infectadas.

0 invento fornece adicionalmente uma composig¥o para ini-
bir a infecgdo por retrovirus em mamiferos incluindo humanos com-
preendendo (1) um derivado de um oligossacdrido ciclico, muito so
ldvel em &gua em combinag3o com (2) pelo menos um composto organi
co modulador do crescimento celular, ester6ide ou n%o esterbide,
em que o composto esterdide é desprovido de actividade glucocorti
céide e o referido derivado é caracterizado por uma solubilidade
em 4gua destilada de pelo menos 20 gramas por 100 mililitros de
dgua a 09C. Numa concretizagZo, estas composig®es podem sar usa-
das para tratar o sarcoma de Kaposi, muitas vezes manifestado em
pacientes com SIDA. As composigBes podem também ser usadas para

prevenir a transmiss@o célula a célula do virus.
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Ainda é revelada uma composig3o para inibir a infecg3o
por retrovirus em mamiferos incluindo o Homem, compreendendo (1)
um derivado de um oligossacérido ciclico, muito soldvel em 4qua,
em combinac3o com (2) pelo menos um agente antiviral e (3) pelo
menos um composto orgf@nico modulador do crescimento, esterfide
ou ndo ester6ide, em gue o composto esterfide & desprovido de
actividade glucocortic6ide e o referido derivado é caracterizado
por uma solubilidade em &gua destilada de pelo menos 20 gramas
por 100 mililitros de &gua a 02C. Numa concretizacfo, estas com-
posigBes podem ser usadas para tratar o sarcoma de Kaposi, muitas

vezes manifestado em pacientes com SIDA.

4 - BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1 mostra a formag3o de sincicios na presenga (A)
ou aus@ncia (B) de sulfato de %3-ciclodextrina 320 }LM.

A figura 2 ilustra os efeitos de ciclodextrina e deriva-
dos da ciclodextrina na infecciosidade do HIV, determinados pela
actividade da transcriptase inversa. As amostras ensaiadas faoram
(R) células de controlo n3o tratadas, (B) anel de /g—ciclodextrina
nfo substitufdo, (C) anel de F-ciclodextrina parcialmente sulfa-
tado, (D) anel de /S-Ciclodextrina profilado, (E) anel de J3-ciclg
dextrina sulfatado e (F) anel de /G-Ciclodextrina metilado. Os
nimeros indicam diluigBes /2 dos compostos teste com 1 = 2,5 mM

de concentrag®o do composto.

A figura 3 mostra o efeito do tetradeca-sulfato de beta-
-ciclodextrina (ﬁ—CD—lAS ou /S-CD-TDS) na producgZo de RNA de HIV.
As particulas de virus foram incubadas com células alvo na presen
Ga ou aus8ncia de /3—CD-laS 1M. 72 horas ap6s infecgZao, as célu-
las foram lavadas e realizaram-se testes de "dot blot" paraz deter
minar a presenga ou aus@ncia de produg3o de RNA viral. Em (A), as
células alvo foram infectadas na presenga de ;B—Ciclodextrina sul
fatada (faixa A), na aus&ncia de ciclodextrinas (faixa 8), ou na
presenga de -ciclodextrinas n¥o substitufdas (faixa C). As di-
luigBes Y2 das células processam-se da esquerda para a direita,
comegando com 106 células/cavidade utilizadas. Em (B), as célu-

las infectadas viralmente (+) ou n%o infectadas (-) foram testa-
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das guando 3 sua capacidade de produzir RNA viral por andlise "dot
blot*. CD = células infectadas incubadas com /3-C0-148 1 mM. As
diluig®es Y2 das células dispBem~-se de cima para baixo, comegando

com 106 células/cavidade.

A figura 4 mostra uma micrografia electrénica de particu-
las de HIV-1 produzida por células H9 infectadas na presenga de
/3-CD-lAS 1 mM. Note-se a morfologia madura das partfculas vi-
rais produzidas (acima & esquerda) bem como o desenvolvimento do

virus.

A figura 5 mostra a ligag¥o do anticorpo menoclonal na
presenga de /s-co-las l‘ﬂM. A linha humana de células T CEM foi
pre-incubada com /3-CD-145 1 M, e depois incubada com vérios anti
corpos monoclonais como se nota na secgdo 6.1, infra. 0Os histo-
gramas de fluorescBncia mostram a intensidade relativa de fluores
céncia (abcissa) relativamente ao nimero de células (ordenada) pa
ra cada monoclonal listado. A ligag3o do anticorpo priméria foi
determinada na presenga (direita) ou aus@ncia (esquerda) de /B-CD-
-145.

A Figura 6 compara os efeitos do poli-sulfato de dextrana
e das /S-Ciclodextrinas substitufdas na infecciosidade de HIV. Em
(A), o grau de inibig#o dos sincicios & mostrado em ordenada para
cada composto adicionado. SUL = /3—CD—145 600 )M, AL = /3-CD ndo
substitufdo 600 MM, Pro = /3~CD propoxilado 600 wM, 2MET = [3-CO
metoxilado BDO/ﬁN, DS5 = sulfato de dextrana 5 000 600’/M, DS500 =
= sulfato de dextrana 500 000 600 fM. Apresentam-se os resulta-
dos para cada um dos 3 pontos temporais. Apresentam-se em (B) os
resultados semelhantes utilizando os testes com transcriptase in-
versa. As particulas de virus infecciosas foram incubadas na pre
senga de /3-ciclodextrinas sulfatada (faixa 1), sulfato de dextra
na 5 000 (faixa 2) ou meios (Ffaixa 3) durante 6 dias, tempo apés
0 gual as células foram ressuspensas em meios frescos e deixadas
incubar durante mais 10 dias antes de serem recolhidas. A activi
dade da transcriptase inversa foi determinada como se descreveu
na Secgdo 6.1, infra. As diluigBes Y2 do composto adicionado s3Ho
apresentadas de baixo (concentragfo mais alta a 2,5 mM) para cima

(concentrac@o mais baixa).
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5 - DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

0 presente invento fornece métodos para inibir a infecgZo
de células por um virus que emprega um agente bloqueador carbo-
-hidrato capaz de interactuar com células de modo a interferir
com a ligagdo do virus com as células. O invento também se refe-
re a métodos para o uso de tais agentes blogqueadores carbo-hidra-
to para bloquear a transmiss®o célula a célula do virus. O inven
to proporciona ainda métodos que utilizam esses agentes blogueadg
res carbo-hidrato para inibir a formag3do de sincicios. 0 invento
refere-se ainda a uma composig¢do que compreende um agente de blo-
queio carbo-hidrato em combinag3o com pelo menos um agente antivi
ral, Também é proporcionada uma composigZo que compreende um agen
te bloqueador carbo-hidrato em combinagZ@o com pelo menos um compos
to orgénico esterdide ou ndo esterfide em que o ester6ide n3éo con

tenha actividade glucocorticéide.

5.1 - AGENTES BLOQUEADORES CARBO-HIDRATO: OLIGOSSACARIDOS

Os agentes bloqueadores carbo-hidrato adequados para uso
de acordo com o método do invento compreendem um ou mais deriva-
dos, muito soldveis em dgua, de oligossacéridos ciclicos possuin-
do até doze monémeros de aglcar. Us oligossacéridos s%o geralmen
te definidos como carbo-hidratos contendo dois até cerca de dez
aglGcares simples ligados uns aos outros. Contudo, para estes
efeitos, o termo oligossacédrido é usado para significar carbo-hi-
dratos contendo de dois a cerca de doze aglcares simples ligados
uns aos outros. Prefere-se 0 uso de oligossacéridos com menos de
cerca de doze mondmeros de aglcar. Os oligossacdridos ciclicos
mais preferidos compreendem moléculas cficlicas com seis a oito mo
némeros de aglcar tais como a alfa-, bsta- ou gama-ciclodextrina.
As ciclodextrinas (CDs) s3o oligossacdridos ciclicos n3o lineares
com pelo menos seis unidades de glucopiranose. Embora se conhe-
¢am ciclodextrinas com até doze destas unidades, apenas os tres
primeiros hombélogos té&m sido estudados extensivamente. As desi-
gnagBes comuns das ciclofextrinas de baixo peso molecular sZo al-
fa-, beta- e gama-ciclodextrinas que correspondem a 6, 7 e 8 uni-

dades de glucopiranose, respectivamente. As ciclodextrinas sZo
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também conhecidas, por vezes, como cicloamiloses. S3Zo conhecidos
um certo ndmero de derivados de ciclodextrina. Em geral, estas
ciclodextrinas modificadas quimicamente s%o formadas por reacgZo
dos grupos hidroxilo primlrios ou secunddrios ligados aos carbo-
nos 2, 3 ou 6 sem perturbar as ligagWBes hemiacetal alfa (1-4).
Agtcares, que n3o a glucose, tais como a arabinose, galactose e
outros aglcares com 5 a 6 carbonos e muitas cutras formas conheci

das dos especialistas no ramo como aglcares podem ser tteis.

De acordo com o presente invento s%o Uteis os derivados
de oligossacéridos ciclicos de grande solubilidade em &gua compor
tando substituintes n#o iénicos e/ou i6nicos. Os derivados de
oligossacérido ciclico, altamente soldveis com &gua, adequados
incluem os derivados alfa, beta e gama CD com substituintes nZo
i6nicos incluindo n3o limitativamente os substituintes alquilo
tais como metilo, etilo, etc., bem como agqueles em que um ndmero
de grupos hidroxilo s¥o substitufdos por outros grupos de modo a
aumentar a actividade hidrofflica do CD. Estes grupos podem
incluir ésteres, 6teres (por ex. alcoxi), tioésteres, tioéteres,
dcidos carboxflicos, carbo-hidratos ou outros grupos gque transmi-
tam actividade hidrofflica através de constituintes polares ou de
ligagdo de hidrogénioc. A substituig®o pode ocorrer em alguns ou
todos os grupos hidroxilo. Numa concretizagzo preferida, os oli-

gossacédridos ciclicos cont&m cerca de 10 a cerca de 16 grupos.

Us derivados de oligossacérido ciclico dteis no presente
invento sdo altamente hidrofflicos e como tal muitao soldveis em
dgua. é provavelmente importante um carécter altamente hidrof{li
co para permitir a interacgdo com as superficies celulares. &
actividade hidrofflica é provavelmente indicada grosseiramente pe
la afinidade pela 4gua, tal como medida pela sclubilidade em
dgua. é importante medir a mesma a 09C uma vez que a temperatu-
ras mals altas o derivado mais adeguacdo tem solubilidades t3o cle

vadas que é diffcil obter medidas com sentido.

E tido em ateng3o que os derivados de oligossacédrido ci-
clicos, muitc soldveis em &gua, comportando substituintes idnicos

e/ou n3o iénicos podem, em alguns casos, ter propriedades vantajo
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sas e que estas est3o dentro do &mbito deste invento. Emborz os

derivados altamente soldveis em dgua sejam em geral consideradaos

dteis, preferem-se os derivados salinos. O termo "muito soldvel"
tal como usado aqui refere-se a uma solubilidade de pelo mengs

20 g/100 ml medida a 0°C, preferencialmente a mais de 30 g/100

ml.

A frase "derivado salino" tal como usada aqui significa
um composto ifnico derivado de um oligossac4rido ciclico por reac
¢2o com um reagente adequado. 0Os derivados salinos preferidos
sdo proporcionados por um oligossacédrido ciclico com substituin-
tes seleccionados de entre o grupo consistindo em sulfato, fosfa-
to, carboxilato e misturas destes, associado a um cati%o n3o t6xi
co, fisiologicamente aceit8vel. Muitos dos referidos derivados
preferidos s%o compostos conhecidos {Croft e Bartech, 1983, Te-
trahedron 39:1417-1474). Mas muitas formas potencialmente dGteis
podem ser variantes, estruturais ou quimicas de compostos conheci
dos. Algumas das formas salinas preferidas dos derivados s%o as
formas de s6dio e potdssio, uma vez que estas tendem 2 conferir
uma solubilidade em dgua aumentada a aniBes orgAnicos. Os deriva
dos salinos Uteis exibir3o condutividade electrolitica e proprie-
dades osm6ticas caracteristicas de electr6litos e poli-electréli-
tos quando em solug3o aguosa. Um derivado salino particularmente
preferido seria um derivado beta-ciclodextrina contendo cerca de
12-16 grupos sulfato. Podem ser usados vérios graus de sulfata-
¢do por unidade de glucose, tal como uma média de um grupoc sulfa-
to por duas unidades de glucose ou de dois grupos sulfato por uni
dade de glucose. Preferem-se ciclodextrinas com cerca de dais

grupos de sulfato por unidade de glucose.

0 gque se expbs atrds teve o objectivo de proporciaonar uma
compreensdo geral dos oligossacéridos que s3o provavelmente dGteis
na prédtica do presente invento. Deve compreender-se, contudo,
que tais oligossacdridos s3o melhor descritos por aquile que fa-
zem do que por aquilo que s#%o. Os oligossacdridos que sZo Gteis
aqui s¥o os oligossacédridos que s3o capazes de interactuar com cé
lulas hospedeiras potenciais de tal forma que interferem com a 1i

gacdo dos virus as células hospedeiras. Os especialistas no ramo
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saber3o que o modc de interfer&ncia com a ligag83o de um virus a
uma célula hospedeira variard de acordo com a ligag3o particular
virus-célula hospedeira que estiver em causa. SupBe-se gue es-
tdo envolvidas na ligagZo a células hospedeiras potenciais dife-
rentes porgBes dos oligossac8ridos, de acordo com os requisitos

especificos de uma interacgdo particular virus-célula hospedeira.

5.2 - AGENTES ANTIVIRAIS

De acordo com uma concretizag®o do invento, utiliza-se um
derivado de oligossacérido ciclico, muito soldvel em &gua, em com
binag3o com pelo menos um agente antiviral para interferir com a
interacgdo do virus com uma célula. Um agente antiviral & qual-
quer composto orgl@nico ou inorgl8nico que inibe qualquer esté4dio
do ciclo da replicag®o viral incluindo, n3o limitativamente, a
ligag3o do virus & célula, entrada do virus na célula, o des-re-
vestimento do virus, a inibig#%o da replicag®o do Acido nucleico vi
ral, a inibig3oc da sintese de proteina viral e a maturagZio da par

ticula de virus.

Um exemplo de um agente antiviral & um derivado de nucleé
sido. UOUs derivados de nucle6sido s%o formas modificadas dos
nucleésidos purina (adenosina e guanosina) e pirimidina (timidina,
uridina e citidina) que s%o os blocos de construg33o de RNA e DNA,
Os derivados de nucleésidos que podem ser usados no invento aqui
reivindicado incluem n3o limitativamente: AZT (3'-azido-2',3'-

-dideoxitimidina, azidotimidina, zidovudinaz);

2',3' didesoxinucl6sidos incluindo 2',3' didesoxiadenosi-
na, 2',3' didesoxiguanosina, 2',3' didesoxicitidina, 2',3" didespo
xitimidina, e 2',3' didesoxi-inosina;

3'~desoxitimidina-aleno (3'—desoxi—2’,3'—didesidrotimidi—
na; e

D4T (2',3'-didesidro-2',3'~didesoxitimidina).

Outros exemplos de derivados de nuclefsidos incluem n%o

limitativamente um péptido CD4 ou seus andlogos derivados e hipe-

ricina.
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5.3 - COMPOSTOS DRGANICDS ESTERéIDES E NAD ESTEROIDAIS

0 presente invento proporciona gualquer composigZo que
compreenda um derivadoc de oligossacérido ciclico isolado ou em
combinagdo com compostos orglnicos esterfides ou n3o esterfides
que sejam moduladores do crescimento celular, i.e. um composto
gue seja capaz de alterar ou modificar o comportamento do cresci-

mento, incluindoc tantoc a promog3o como a inibigZ#o.

S@o preferidos entre os compostos ester6ides moduladores
do crescimento os esterfides inibidores do crescimento latente
que ndo tenham actividade glucocortic6éide e mineralo-corticéide,
uma vez que tal actividade € um efeito secundédrio indesejivel e
limita o tamanho da dose e a extens3o do uso do esterf6ide para
os fins do presente invento. Entre estes os esteréides preferi-
dos est%o 11 alfa, 17,2l-tri-hidroxipregna-4-eno-3,20-diona (11-
-desoxicortisol ou cortexolona), l7-alfa,2l-di-hidroxipregna-4,9-

-(11)-dieno-3,20-diona e tetra-hidrocortisol.

0Us compostos org2nicos n%¥o esterbides podem incluir, n3o
limitativamente compostos que podem ter natureza de péptidos,
carbo-hidratos ou lipidos. Exemplos de tais compostos podem
incluir nZo limitativamente interleucina-l, interleucina-2 e al-

fa, beta e gama interfer®es.

5.4 - APLICACOES E METODOS DE UTILIZAGAQ

0 presente invento fornece novos métodos de inibig3o da
infecgdo de células por um virus. Fornece-se um agente carbo-hi-
drato blogueador capaz de interactuar com as células hospedeiras
de modo a interferir com a ligag¥o do virus as células. O agente
bloqueador carbo-hidrato cempreende um ou mais oligossacédridos,
com até cerca de doze mondmeros de aglcar. As células hospedei-
ras sdo contactadas com o agente blogueador carbo-hidrato numa
quantidade, durante um tempo e sob condigBes seleccionadas para
efectuar a interacg¥o do agente, bloqueador carbo-hidrato com as
células do gque resulta uma interfer®ncia com a ligag¥o do virus

as células.

0 agente bloqueador carbo-hidrato é administrado 2s célu-
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las numa concentracgfo eficaz para interferir com a ligagZo do
virus as células. A concentrag3o de gqualquer agente oligossacdri
do particular administrado &s células dependerd de par@metros co-
mo a sua solubilidade no meio que rodeia as células, a sua capaci
dade para interferir com a ligag¢¥do de um virus 3s células hospe-
deiras potenciais e os seus efeitos nos outros sistemas biolégi-
cos da célula., Espera-se que as concentrag®es variando entre
aproximadamente 0,15 e 2 milimolar resultar®o em interfer®ncia
com a ligagd@o do virus 3s células. Os agentes blogueadores carbo
-hidrato s3o administrados as células durante um tempo suficiente
para permitir e manter a interfer@ncia da ligag3o do virus 3s cé-
lulas. 0s especialistas no ramo saber3oc gue o intervalo de tempo
que um agente bloqueador carbo-hidrato particular ser4 administra
do estéd dependente de factores como a concentrag3@o de agente blo-
queador carbo-hidrato administrado, o tipo de interacgZo virus-cg
lula hospedeira e a capacidade do agente bloqueador carbo-hidrato

interferir com a ligag®o do virus 2s células.

As condigBes sob as quais um agente bloqueador carbo-hi-
drato particular realizaréd a interfer@ncia com ligag3ioc do virus
3s células hospadeiras potenciais podem ser determinadas com en-
saios adequados tais como ensaios de inibi¢3o de sincicios descri
to na secgdo 6.11, infra. Tais ensaios ajudardo a determinar as
concentragBes do agente bloqueador carbo-hidrato que s%o mais

eficazes na inibig&o da infecg¥o de células com o virus.

Os especialistas no ramo saberZ®o que as concentrag®es dos
agentes bloqueadores carbo-hidrato podem ser apresentadas 3as célu
las no corpo de um mamffero, incluindo humanos, através de qual-
quer de védrias vias de administrag3o usando dosagens que fornecgam
pelo menos as concentragBes acima mencionadas no meio extracelu-
lar do corpo nas superffcies das células. Estas vias de adminis-
trag3do incluem, entre outras as vias oral, intravenosa e transdér

mica.

Os métodos do invento s#o adequados para utilizag®o no
tratamento de infecgBes por virus. Eles podem ser usados com re-

trovirus, incluindo n3ao limitativamente o virus-1 da imunodefici-
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8ncia humana (HIV-1), o virus-2 da imunodefici&ncia humana (HIV-
-2), o virus-I linfotr6pico das células T humanas (HTLV-I), o vi
rus-II linfotrépico das células T humanas (HTLU-II), o virus dsa
leucose das aves, o virus do sarcoma de Rous, o virus da eritroblas
tose das aves, o virus da mieloblatose das aves, o virus da leuce
mia felina e o virus da leucemia bovina. Eles podem também ser
usados com paramixovirus (por exemplo o virus do sarampo e o vi-
rus respiratério sincicial) & o virus do herpes (por ex. 0 virus
de Epstein Barr). Tais compostos podem agir de modo a interfe-
rir com a ligagdo do virus com as células. Tais células podem
incluir n3o limitativamente as células linfoblastéides (células T

e células B) e monécitos.

A inibig3%o da ligagdo de um virus a uma célula hospedeira
potencial é considerada importante na prevengZo da infecg¥o da c§
lula com o virus. No caso de um retrovirus tal como o HIV-1 ou
HIV-2, a ligag3o e entrada numa célula hospedeira s#%o partes im-
portantes do ciclo de vida do virus. 5Se o retrovirus for impedi-
do de entrar na célula, a célula n3o ficard infectada com o virus.
Uma das consequ@ncias da infecg®o com um virus tal como um retro-
virus e mais particularmente o HIV-1, & o facto de as cé&lulas co-
megarem a fundir-se em conjunto para formar sincicios. A forma-

30 de sincicios € letal para as células afectadas.

Creé~-se ainda que alguns receptores de superficie da célu-
la s3@o também enzimas que reconhecem certas subst@ncias extracelu
lares possuindo resfduos de polissacédridos curtos. Cré-se que al
guns destes receptores de superficie de células s3o glicosiltrans
ferases que reconhecem resfiduos de polissacédridos curtos presen-
tes em glicoprotelnas e outras moléculas biolégicas. Cr&-se que
as glicoprotefinas encontradas nas superficies virais e através
das guais o virus manifesta sspecifico de tipo de célula ou tro-
pismos especificos da espécie, também usam tais receptores de su-
perficie de célula/enzimas para se ligarem &as células hospedeiras

antes da infescgdo das células.

A prevengdo de interac¢¥o entre o virus e a célula hospe-

deira potencial é importante para minimizar a patofisiologia da
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doenga em que a formagdo de sincicios &€ uma parte importante da

acz%o do virus ou agente viral no processoc da doenga.

0 invento também fornece métodos para inibic¢%o da trans-
missdo célula a célula de um virus. é fornecido um a2gente blo-
queador carbo-hidrato capaz de interactuar com células hospedei-
ras para interferir com a transmissdo do virus de uma célula pa-
ra outra célula, Exemplos n%o limitativos de tais células incluem
as células T; células B e mon6citos. As células hospedeiras sZo
postas em contacto com o agente bloqueador carbo-hidrato numa
quantidade durante um tempo e sob condigBes seleccionadas para se
efectuar a interacg3o do agente blogueador carbo-hidrato com as
células de modo a resultar na interferBncia com a transmiss3o do
virus célula para célula. 0 agente bloqueador carbo-hidrato & um
derivado de oligossacérido ciclico, muito soldvel em 4gua. Estes
métodos sdo adequados parz uso com retrovirus incluindo, n3o limi
tativamente, o virus-1 da imunodeficifncia humana (HIV-l), o vi-
rus-2 da imunodefici®ncia humana (HIV-2), o virus-I linfotr6fico
da célula-T humana (HTVL-I), o virus-II linfotré6fico da célula-T
humana HTVL-II, o virus da leucose das aves, o virus do sarcoma
de Rous, o virus da mieloblatose das aves, o virus dz leucemia fe
lina e o virus da leucemia bovina. Estes métcdos podem também
ser usados com paramixovirus (por ex. virus do sarampo e virus
respiratério sincicial) e virus do herpes (por ex. o virus de
Epstein Barr).

0 invento também proporciona métcdos de inibic¢3o da for-
magdo de sincicios entre as células, Prcporciona-se um agente
bloqueador carbo-hidrato que evita a interacg@o do virus com a
célula. Exemplos n8o limitativos de tais células incluem 2s cé-
lulas T, células B e mon6citcs. 0 agente blogueador carbo-hidra-
to € administrado &s células sob condig®es seleccionzdas parz per
mitir aoc agente interactuar com as células, inibindo assim a for-
magdo de sincfcios. 0 agente blogueador carbo-hidratso no presen-
te invento. 4 um derivado de oligossac4rido cfclico, muito soldvel
em 4dgua. Estes métodos s3Fo adequados para uso com retrovirus,
incluindo n3do limitativamente o virus-1 da imunodeficiBncia huma-

na (HIV-1), o virus-2 da imunodefici®ncia humana (HIV=2), o virus
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-1 linfotr6fico das células T humanas (HTVL-1), o virus-II linfo-
tr6fico das células-T humanas, o virus de leucose das aves, o vi-
rus do sarcoma de Rous, o virus da mieloblastose das aves, o vi-
rus da leucemia bovina e o virus da leucemia felina. Estes méto-
dos podem também ser usados com paramixovirus (por ex. virus de
sarampo e o virus respiratério sincicial) e o virus do herpes

(por ex. virus de Epstein Barr).

R eficédcia dos agentes bloqueadores carbo-hidrato na in-
fecgdo pelo virus, transmiss®o célula a célula do virus e forma-
¢d30 de sincicios pode ser determinada utilizando procedimentos
conhecidos no ramo. Uma descrig¥o desses procedimentos & dada

na Secgdo 6.1, infra.

0 invento fornece ainda composic¢®Bes de derivados de oli-
gossacdridos ciclicos, muito soldveis em &gua, descritas na SeccZo
5.1, supra em combinag3o com agentes antivirais descritos na Sec-
¢3o 5.2, supra. Tais composigBes podem ser usadas para inibir a
ligagdo de um virus a uma célula. Noutra concretizagZo, as compo
sigBes podem ser usadas para inibir a transmiss¥o célula a célula
do virus. Numa outra concretizag3@o, tais composigBes podem ser
usadas para inibir a formag3o de sincfcios. Estas composicBes pa
dem ser usadas com retrovirus, tais como o virus-l da imunodefici
@ncia humana, o virus-2 da imunodefici®ncia humana, o virus-1 lin
fotr6fico das células-T humanas (HTLV-I), o virus-II linfotréfico
das células-T humanas (HTLY-II), o virus da leucose das aves, o
virus do Sarcome de Rous, o virus da mieloblastose das aves, o vi
rus da leucemia felina e o virus da leucemia bovina. Adicional-
mente estas composicB®es podem ser usadas com paramixovirus (por
ex. virus do sarampo ou virus respiratério sincicial) ou virus do
herpes (por ex. virus de Epstein Barr). A eficécia das composi-
¢Oes do presente invento na infecgZo com o virus ou na formag3o
de sincicios, pode ser determinada usando os procedimentos conhe-
cidos no ramo. Uma descri¢Ho de tais procedimentos & dada na Sec

30 6.1, infra.

0 invento fornece ainda composigBes de derivados de oli-
gossacaridos ciclicos, muito sollveis em Agua, descritos na Sec-

¢do 5.1, supra. Tais composicgBes podem ser usadas para inibir a
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ligag3o de um virus a uma célula em combinag3o com compostos orgl
nicos, esterdfides ou n3%o esterdides, que contenham uma actividade
moduladora de crescimento descrita na Secg3do 5,3, supra. Estas
composigBes podem ser usadas com retrovirus, tais como o virus-1
da imunodefici&ncia humana, o virus-2 da imunodefici®ncia humana,
0 virus-1I linfotr6fico das células-T humanas (HTLV-I), o virus-II
linfotr6fico das células-T humanas (HTVL-II), virus da leucose
das aves, 0 virus do sarcoma de Rous, o virus da mieloblastose
das aves, 0 virus da leucemia felina e o virus da leucemia bovina.
Adicionalmente, estas composig¢®es podem ser usadas para tratar o
Sarcoma de Kaposi, o qual se manifesta frequentemente nos pacien-
tes com SIDA, A eficédcia das composig®es do presente invento na
infecgZ@o com virus ou na formag®o de sincicios, pode ser determi-
nada usando procedimentos conhecidos no ramo. Uma descrigZo de

tais procedimentos é dada na Secg3o 6.1, infra.

0 invento fornece ainda composigB®es de derivados de oli-
gossacéridos ciclicos, muito soldveis em 4qua, descritas na Secg3o
5.1, supra. Tais composigBes podem ser usadas para inibir a liga
¢do de um virus a uma célula em combinag®o com compostos organi-
cos, esterfides ou n3dc esterdides, que contenham actividade modu-
ladora do crescimento celular descritas na Secc3o 5.3 e agentes
antivirais descritos na Secg#o 5.2, supra. Estas composigdes po-
dem ser usadas com retrovirus, tais como o virus-l da imunodefici
&@ncia humana, o virus-2 da imunodefici&ncia humana, o virus-I lin
Fotr6fico das células-T humanas (HTLY-I), o virus-II linfotréfico
das células-T humanas, o virus de leucose das aves, o virus do
Sarcoma de Rous, o virus da mieloblastose das aves, o0 virus da
leucemia bovina, e o virus da leucemia felina. Adicionalmente,
estas composig¥es podem ser usadas para tratar o sarcoma de Kapo-
si que se manifesta frequentemente nos pacientes com SIDA. A efi
cdcia das composigBes do presente invento na infecgde com virus
ou na formagdoc de sincicios, pode ser determinada usandoc os proce
dimentos conhecidos no ramo. Uma descrig3o de tais procedimentas

¢ dada na Secc¢3o 6.1, infra.
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6 - EXEMPLO: CICLODEXTRINAS SINTETICAS INIBEM A INFECCAD POR
HIV IN VITRO

Us exemplos seguintes s3o apresentados como ilustragBes e
ndo como limitagdes. 0 invento foi aqui descrito com referBncia
a certas concretizagBes preferidas e exemplos. Contudo variagBes
6bvias serdo evidentes para os especialistas na matéria. O inven
to ndo deve ser considerado limitado as concretizagBes particular

mente exemplificadas.

6.1 - MATERIAIS £ METODOS

0 ensaio de inibig3o da fusZo (sincicios) foi levado a ca
bo de acordo com procedimentos publicados (Dalgleish et al., Na-
ture 312:763, (1984) e Sodroski et al., Nature 322:470, (1986)).
As células Sup-Tl s3o células alvo preferidas pelo seu alto grau
de fus#o celular quando co-cultivadas com linhas de células prody
toras de HIV-1. A cultura celular é levada a cabo de acordo com
o método de Dalgleish et al. (Nature 312:763, (1984)). As célu-
las Sup-T1l foram cultivadas em placas de 96 oriffcios (105 célu-
las/oriffcio em RPMI 1640 + 10% de FCS) e incubadas com ou sem di
luig®es de tetradecassulfato de beta-ciclodextrina (3-CD—TDS ou
ﬁ-CD—l&S) a 379C. Adicionaram-se ent3do células H9 infectadas com
HTLV-IIIB (HIB-1l) ou WMJ, 5 x an/oriFicio, e o nlmero de células
gigantes mononucleadas por campo de 16 X foi contado com um micrgs
cOpio Zeiss de contraste de fase e campo invertido apbs 18 horas.
Us sincicios s#o facilmente identificados e a sua inibicHo de sin
cicios por diferentes diluigBes de /3-CD-TDS pode ser camparada
com preparagdes sem /3-CD-TDS. Serd evidente para os especialis-
tas no ramo, que a formag3o de sincicios entre células suscepti-
veis de infecgdo por HIV-1 e células expressando glicoprotefnas
de envelope de HIV-1 representa os mesmos fenémenos moleculares
envolvidos na infecg3o por HIV-1, mas & muito menos perigosa e po
de ser empregue no estudo dos mecanismos de infecg3o e dos efei-
tos dos factores moduladores nos mecanismos de infecgdo intracelu

lares do HIV-1 sem receio de exposig¥o ao préprio virus.

Para se testarem diferentes diluigBes, prepararam-se dilui

¢Bes de 10 vezes de uma solugZo 150 micromolar de 3-CD-TDS e adi
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cionaram-se directamente aos ensaios de sincicios descritos aci-

ma.

6.1.1 - ENSAIOS COM SINCICIOS

Para o ensaio de fus¥o de HIV-1, usaram-se cé&lulas Supt
Tl como células alvo. Elas fundem rapidamente gquando co-cultiva-
das com linhas celulares produtoras de HIV-1 (H9/IIIb). Para o
ensaio da fus3o de célula mediada por HIV-2, usaram-se células H9
como células alvo. Elas fundem rapidamente quando co-cultivadas
com linhas celulares produtoras de HIV-2 (CEMRDD-Z). As células
infectadas com HIV foram cultivadas em placas com 96 orificios
(lD4 células/orificio em RPMI 1640 + 10% de FCS) e incubadas com
ou sem diluig¥o dos compostos durante 30 minutos a 379C. As cé-
lulas alvo foram ent3o adicionadas a 5 x lﬂs/orificio e o namero
de sincfcios foi qualitativamente determinado ap6s os perfiodos de

incubag3o descritos no texto.

6.1.2 - ENSAIO DA TRANSCRIPTASE INVERSA

As células infectadas foram transformadas em pelotas por
centrifugagdo e recolheram-se SU/ul de sobrenadantes de cultura
em cada oriff{cio para ensaio. O sobrenadante da cultura (25)ﬁl)
foi cultivado em placas de fundo recondo de 96 oriffcios e adicio
naram-se 50 /yi do "cocktail" de transcriptase a cada oriffcio. O
“cocktail" & composto por Tris-HCl1 50 mM, pH 8,0, DTT 20 mi,
F-}nCl2 0,6 mM, NaCl 60 mM, 0,05% de NP-40, S’kg/ml de dt 4cido oli
godesoxitimid{ilico, 10 )@/ml de poli A (4cido poli-riboadenilica),
dTTP 10 M, de 1 Ci/mm dTTP 2P, As placas foram entfo incubadas
durante 60 minutos a 372C. Ap6s incubaco as amostras foram colo
cadas em papel Whatman OEAE-81, lavadas e analisadas por contagem

ou auto-radiografia directa.

6.1.3 - ANALISE DO RNA VIRAL

Fizeram-se crescer células tratadas com vfrus em cultura
de tecidos e recolheram-se para ensaio 72 h apbs infecgXo. As
concentragBes celulares foram entZo ajustadas a 1 x 106 células/

/ml com solugZo salina tamponada com fosfato e espalhado ("spot-
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ted") directamente num screen para gene, previamente molhado, uti
lizando um equipamento de "dot blot". O filtro foi depois dixado
com NaCl a 3%, NaHZDDa 10 mM, (pH 7,2) contendo 1/ de gluteraldef
do a 49C durante 1 h. A mancha fixada foi ent3o lavada trfs ve-
zes com tamp¥o proteolftico EDTA 50 mM, Tris-HCl 0,1 M (pH 8,0),
ZD‘kg/ml de proteinase K) durante 30 minutos a 379C. O filtro
foi seco ao ar até ser sondado. Uma sonda de Sall-xhol derivada
do plasmideo pIIlenvl (uma oferta generosa do Or. J. Sodrofsky) e
que codifica a regiBo de envélucro do virus HIV-1, HXB2, foi mar-
cada pelo método aleatério usando tecnologia standard e hidridado
ao filtro como se descreveu anteriormente (Weiner et al., 1986,

Cell Immunol. 100:197).

6.1.4 - ESTUDOS ESTRUTURAIS

As células infectadas com o virus foram lavadas e ressus-
pensas em meios frescos na presenga ou aus@ncia de compostos tes-
te. Ap6s um perfodo de cultura de 48 horas, as culturas foram
transformadas em pelotas e fixadas em 1% de glutaraldefido, Caco-
dylato-HC1 0,1 ™, pH 7,3 seguido por Dsoa,

"spur" para exame dessas secgBes por microscopia electrénica.

e embebido em resina

6.1.5 -~ CITOFLUBROMETRIA

Centrifugaram-se linhas de célules T humanas e lavaram-se
2 X em tampdo FACS (1% de albumina de soro bovino en solug3o sali
na tamponada com Fosfzto com C,155 de Nah3). As células foram res
suspensas a 10 /ml e pré-incubadas com ou sem ﬁ CO-TDS como indi
cado. Adicionou-s2 entZo anticorpo primério durante 30 minutos
adicionais e as amostras fcram preparadas como se descreveu ante-
riormente (Williams et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
85:64398).

6.2 - RESULTADOS

6.2.1 =~ IlIBICﬂD DA INFECCIOSIDADE DC HIV POR 13 CICLODEXTRINAS
DUBSTITUIDHS

Uma faceta importante dos lentivirus humanos & a sua capa

cidade de se fundirem com células alvo. Quando analisada in vitro
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em linhas de células alvo humanzs, a infecgd3o mediada por HIV re-
sulta na formag3o de células gigantes multinucleadas ou sincicios.
Ubservou-se gque teis sincfcios contribuem para a patoclogia da per
da de imunidade das células caracteristica da infeccZ%o observada
em pacientes com SIDA. Este processo de fus¥o difasre do mecanis-
ma de entrada na célula de muitos outros retrovirus no facto da
fusdo nZ%o requerer o pH 4cido das vesfculas endocit6ticas. Pensa
-se que a fus3do da célula mediada por HIV in vitro occorre por ume

via andloga a da entrada do virus in vivo.

Numa série de experiBncias preliminares, foi levads 2 ca-
bo um ensaio de sincfcios induzido por fusZo de células Sup-T1
por HIV-1 como se descreveu na secg¥o 6.1.1, supra. Os resulta-

dos foram ilustrados na Tahbela 1.

Como se mostra na Tabela 1, observou-se inibig¥o de sinci
cios, numa gama de concentragBes de ﬁA-CD—TDS entre 1,5 micromolar
e 1500 micromolar. Pelo contrério, n3c se observou inibig3o da

formag3o de sincicios a concentrag¥es de 0,15 micromolar.

TABELA 1

Actividade de inibic3o de sinsfcios; gau de formac3ao de sinciciosa

Concentrac3o de B ~CD-TDS (micromolar)
]

Estirpe viral 1500 150 15,0 1,50 0,15

HTLY III-8 ' 0 2M 4L 4L 4L
(HIv-1 1118)

HTLY III WMd 0 0 1S 3M 4L

a Grau de formzcZo de sincicios Tamanhos dos sincicios formacdos
4=Total S=Pegueno
J=Nula =Médio

L=Grande
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Numa série de experifncias adicionais, a andlise dos sin-
cfcios induzidos por HIV-1l foi levada a cabo por co-cultura de cé
lulas H9 infectadas com o isolado III-b com células Supt-1 n3o in
fectadas (linha de células CD4 + T humanas) como alvos. Para o
ensaio de HIV-2, 78 células HUT infectadas, com isolado ROD-2 fo-
ram co-cultivadas com células alvo H9 (uma linha de células CD4 +
T humanas). A /3-ciclodextrina sem substituintes (-CD), com 4
grupos sulfato (p-CD—AS) e com 4 grupos propoxi (p—CD-apr) foram
t%o ineficazes como os meios isoladamente, na inibigXo da forma-
¢80 de sincicios por HIV-1l. Pelo contrédrio, a /3-ciclodextrina
com 14 grupos sulfato por molécula (,3—CD-TDS) mediou grandemente

a actividade anti-sincicios como se mostra na Tabela 2 e Figura 1.

Tabela 2

Capacidade das ciclodextrinas para bloquear a entrada da HIV-12

Solubili Concentracg®o (mM) de /3-ciclodaxtrinas
dade 09C
b £/100

Compostos ml HZU 2,5 1,3 0,63 0,32 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01
Controlo 4L 4L 4L 4L 4L 4L 4L 4L 4L
Beta-CD 0,7 4L 4t 4L 4L 4L 4L 4L 41 4L
Beta~-CD-Pr 20 Im 4L 4L 4L 4L 4L 4L 4L 4L
Beta-CD-4-75 13 3m 4L 4L 4L 4L 4L 4l 4L 4L
Beta-CD=-14S 42 0 0 0 0 1s 2m 3L 4L 4L
Beta-CD-M 32 8] 0 0 8] 0 0 3m 4L 4L

a 0Os resultados foram expressos ccmo o ndmerc de sincicios forma
dos: o0s sincfcios foram coctados numericamente de 0 a 4, sendo
4 correspondente a sincicios médltiplos largamente distribufdos
e indicando 0 a auséncia de sincfcios. O tzmanho dos sincicios

¢ registado como sincicios s=pequenos, m=médios e L=grandes.

b Beta-CD é um anel de ciclodextrina n2o substitui{doc, Beta-CD-Pr
e a estrutura de anel bésica substitufda com grupos propoxi Be
ta~-CD-14S é a estrutura anel bésica completamente substituida

com sulfatos, Beta-CD-M 6 a estrutura bisica anelar completa-



69 589
Ref: 6749-009-118 -

-25-

mente substitufda com grupos metoxi

A (3—ciclodextrina com 14 grupos metoxi (ﬂ-CD-ldMe) exibiu um
maior grau de inibig¢3o de sincicios que a que foi observada com
B-CD-TDS. A inibig3o da formag3o de sincicios foi observada em
doses abaixo de BO/WM.

Resultados similares de indug3o de sincicios mediada pe-
lo isolado ROD-2 de HIV-2 doram obtidos como se mostra na Tabela
3.

TABELA 3

Capacidade das ciclodextrinas para blogquear a entrada de HIv-22

Solubili Concentrag@o (mM) de f3-ciclodextrina
dade 09
b £/100

Compostos ml HZU 2,51,3 0,63 0,32 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01
Controlo 4L 4L 4L 4L 4L 4L 4L 4L 4L
Beta-CD 0,7 4L 4L 4L 4L 4L 4L 4L 4L 4L
Beta-CD-145 42 8] 0 0 ls 2m 3L 4L 4L 4L
Beta-CD-M 32 0 0 0 0 0 0 3m 4L 4L

a 0Us resultados foram expressos como o ndmero de sincicios for-
mados: os sincicios foram cotados numericamente de 0 a 4, sen
do 4 correspondente a sincfcios mGltiplos largamente distribui
dos e indicando 0 a zus&ncia de sincicios. 0 tamanho dos sin-
cicios & registado como sincicios s=pequenos, m=médios e L=gran

des.

b Beta-CD 8 anel de ciclodextrina nZo substitufdo, Beta-CD-~14S ¢
a estrutura de anel bdsica complestamente substitufda com sulfa
tos, Beta-CD-M & a estrutura arelar b4sica completamente substi

tufda com grupos metoxi.

Tanto o p-CD poli-sulfatado como a /3-ciclodextrina poli-metoxi-
lada inibiram a formag3o de sincficios mediada por ROD-2. Contudo,

0 grau de inibig%o foi substancialmente maior com /G-ED—laMe.
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A capacidade das ciclodextrinas para inibir a infeccg3o
por HIV foi determinada in vitro utilizando ensaios de transcri-
ptase inversa descritos na Secg3o 6.1.2, supra. Os "stocks" de
virus isentos de células HTVL-IIIb foram inoculados em células al
Vo na presenga ou auséncia dos compostos sintéticos. Apés um pe-
riodo de incubag3o de 10 dias, os orifficios foram recolhidos e a
actividade da transcriptase inversa determinada (Figura 1). A B -
-ciclodextrina em si mesma (faixa B) n3o exibiu inibigHo da infec
ciosidade viram uma vez que a actividade de transcriptase inversa
se mostrou semelhante ao controlo de infecciosidade positivo (fai
xa A). A f3-ciclodextrina parcialmente sulfatada (caixa C) e pro
poxilada (faixa D) foi essencialmente ineficaz, com uma inibig3o
minima da actividade transcriptase inversa. Pelo contrédrio, a
f3-CD-14S altamente sulfatada foi extremamente eficaz na inibig3o
da infecciosidade in vitro (faixa E). Embora alguma actividade
fosse aparente a concentrag®es tZ%o altas como 320/%N (diluigéo 4),
a actividade de transcriptase inversa foi dramaticamente inibida
a concentragBes tHo baixas como BUJAM (diluiczo 6). A /3-CD-laMe
(faixa F) foi pelo menos tdo eficaz, sem actividade da transcri-
ptase inversa aparente em culturas de células em contacto com o
virus na presenga de doses t%o baixas caomo BD’fM a aU/uM (dilui-
¢%o0 7). Embora estes resultados sejam idénticos aos dos ensaios
de sincicios eles sugerem que a2 infecciosidade viral na presenga
de baixas guantidades de algumas ciclodextrinas substitufdas &
marcadamente diminufda mesmo a concentragBes que n3o inibem total

mente a formagdo de sincicios.

6.2.2 - LOCAIS DE ACCAO DAS CICLODEXTRINAS

De modo a determinar os loczis especificos de patogenese
viral interrompidos pelos compostos de ciclodextrina, determinou-
-Se a capacidade de tratamento com ciclodextrinas para afectar os
nfveis de transcriptase inversa das células Jé infectadas com
HIV-1. Contrariamente aos resultados observados quando o virus
foli adicionado a células n3o infectadas (ver acima, SecgZo 6.2.1)
ndo se observou inibig3o significativa da transcriptase inversa.

Isto sugere que as ciclodextrinas devem exercer os sesus efeitos
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nos primeiros estégios do ciclo de vida do virus.

Para determinar se as ciclodextrinas interferem com os
passos relevantes para a replicagdo viral, determinou-se a capaci
dade destes compostos para inibir a sintese do 4cido nucleico vi-
ral. As particulas de virus foram incubadas com células alvo na
presenga ou aus®ncia de j3-CD-145 1 mM. Ap6s 72 horas de infec-
G380, as células foram lavadas e realizaram-se ensaios "dot blot"
para determinar a presenga ou aus&ncia de produc3o de RNA viral.
N@o se detectou ou detectou-se muito pouco RNA especifico do HIV-
-1 nas células alvo infectadas na presenca f3-ciclodextrina sulfa
tada (Figura 3A, faixa A). Nas faixas do anel n3o substitufdo e
na do controlo pbsitiuo, detectou-se uma gquantidade substancial
de RNA viral nesta mesma altura. Contudo, a inibigHo da replica-
¢3o0 do é4cido nucleico viral ndo teve um efeito directo na méguina
replicadora do virus. As células infectadas incubadas com /3—ci-
clodextrina sulfatada n3oc foram inibidas na sua capacidade de pro
duzir RNA viral (Figura 3B). Estes resultados complementam os en
saios sinciciais e da transcriptase inversa sugerindo que os efei
tos antivirais mediados por estes compostos operam cedo no atague

viral & célula.

Embora as /5—ciclodextrinas substitufdas nZ%o inibam a
actividade do KNA viral ou da transcriptase inversa nas células
infectadas, é possfivel gue estes compostos interfiram com a2 matu-
ragdo viral. Para salientar este ponto, analisé&mos a produgdao de
particulas de virus na presenga de ciclodextrinas gspecificamente
substitufdas por exame de microscépico e electrénica. As células
infectadas por virus foram lavadas e ressuspensas em meios fres-
Cos na presenga ou auséncia dos compostos de teste. Ap6s um pe-
riodo de cultura de 48 horas, as culturas foram transformadas em
pelotas e fixadas em glutaraldefdo 1%, Cacodilato-HC1l 0,1 ™M, pH
743 sequido por OsU4 e embebidas em resina "spur'" para exame das

secgles finas.

As preparagBes de virus tratadas na presenga de ciclodex-
trinas sulfatadas 300 M demonstraram reqgiBes de grande densidade
de membranas correspondentes aoc desenvolvimento e separagdo do vi

rus. A morfologia do HIV observada neste virus de separagdg
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("shed") era tipica da famflia lentivirus (Figura 4). 0O exame mor
fol6gico detalhado das particulas virais produzidas na presencga

de ciclodextrinas substitufdas exibiram um fenotipo normal maturo
de HIV. Adicionalmente, nZo se observou desvio significativo na
razdo de virus maduro prasente apds o tratamento com ciclodextri-
na ou no ndmero total de particulas de virus produzidas na presen
¢a destes compostos. Em conjunto, estes resultados sugerem que

as /3-ciclodextrinas substitufdas n3o exercem efeitos directos

na produg3do ou maturag3o do virus HIV. Elas exercem os seus efel
tos, aparentemente, na membrana celular durante as fases iniciais

do atagque a célula.

6.2.3 - INFLUENCIA DAS CICLODEXTRINAS NAS INTERACCOES COM CD4

As células infectadas com ambos o HIV-1 e HIV-2 expressam
o antigénio de superffcie CD4 das células humanas T. O tropismo
estrito observado & uma manifestag®o de locais de ligag3o de alta
afinidade revelados na glicoprotefna de inv6lucro do retrovirus
gue medeiam a ligag®o com as células portadoras de CD4. A capaci
dade de algumas moléculas de ciclodextrina completamente substi-
tufdas de interferirem especificamente com a formag%o de sincicios,
activicdade de transcriptase inversa e a transferfncia do 2NA yi-
ral infeccioso & id8ntica aocs efeitos dos anticorpos cdirigidos 3
molécula de CD4. Um subconjunto de anticorpos anti-CD4 destroi
especificamente a capacidade dos invélucros virais de interactua-
rem com este receptor especifice. Um modo possivel de accdo des-
tes compostos & a interacg¢3o com estes locais especificos no CD4.
Como tal determinou-se a capacidade de /5—ciclodextrina substitul
dz 1 mM para interferir com a ligag®o de anticorpos moncclonais
dirigidos a diferentes epitcpos da glicoprotefnz CD4. Utilizou-

-se citometria de fluxo nesta investigac3o.

0 anticorpo monoclonal Leu3a liga-se % primeiraTtegiZo
delimitada pela cistefinz da glicoprotefna CD4 2 demonstrou-se que
interfere directamente com a ligagZo com HIV-1, HIV-2 bem como corm
SIV. 0 anticorpo monoclonal MT1151 tem sido "mapeado" até 3 se-
gunda regifo delimitada pela cistefna de CD4 e estd implicado em

restrigBes estruturais secunddrias necessérias para interaccgBes

il LeuGINAL “
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gpl20-CD4. 0 anticorpo monoclonal 0Xt4 liga-se a uma recgiZfc dis-
tal destes primeiros dois anticorpos monoclonzis e est4 "mapeada"
numa regido que ndo € necessdria para a reacg¥o de ligagZfo entre

o virus HIV e a célula CD4 positiva.

Uma comparag3o dos padrBes de reactividade destes anticor
pos em células tratadas e de controlo demonstrou que dentro dos
limites desta andlise, nenhum dos epitopos recaonhecidas por estes
anticorpos monoclonais diminufu a sua capacidade de interactuar
com CD4 (Figura 5). Estes resultados sugerem que as interacgdes
proteicas importantes para ligac®o com o CD4, de forma andloga a
ligag3o do virus nZo s¥o alteradas pelo tratamento com ciclodex-
trina. Mais ainda, os resultados também sugerem que estes compos
tos ndo interferem com a express#oc do CD4 nas células alvo. Embo
ra estes resultados n3o excluam um efeito nas interacg®es gpl20-
-CD4, eles indicam que as ciclodextrinas n3o tém efeito directo

nas interacg®es especificas protefna-protefna no local CD4.

6.2.4 - COMPARACAO DAS CICLODEXTRINAS SUBSTITUIDAS COM POLI-SUL-
FATOS DE DEXTRANO

Estudos recentes demonstraram a capacidade dos sulfatos
de dextrano poli-anifnicos inibirem a infecgdo por HIV-1 in vitro
(Mitsuya et al., 1988, Science 240:646-649 e Baba et al., 1988,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A, B5:6132-6136). A inibig3do da acti-
vidade do virus observada com /3—ciclodextrinas substitufdas pare
ce semelhante & que se observou para os sulfatos de dextranag. De
terminédmos e compardmos os efeitos destes ccmpostos e das /3-ciclg
dextrinas substitufdas na formacZo de sincfcios induzida por HIVY
(Figura 6A).

Ap6s 24 horas, as p -ciclodextrines totalmente sulfatadas
e /3-ciclodextrinas totalmente metilacdas exibiram uma capacidade
semelhante para bloquear a infecc¢Bo por HIV-1 & do sulfato de dex
trano 5 C00. Todos estes compostos foram mais eficazes que o sul
fato de dextrano 500 000 maior, no blogqueio da formacgZio de sinci-
cios. Contudo, houve uma grande diferenga no tamanho do sfeito
anti-viral evidenciado pelas duas classes de aglceares cocmolexos

(Figura 6A e B). Ap6s 48 horas, a actividade do sulfzto de dex-
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trano 5 000 descresceu de quase 90%. Nas culturas tratadas com
as ciclodextrinas metiladas ou sulfatadas, a actividade anti-sin-
cicial permaneceu imutédvel durante o perfodo de cultura. Este
resultado tornou-se mais pronunciado ap6s 144 horas em cultura
ap6s o que ndo hd ou hd muito pouco efeito anti-viral do sulfato
de dextrano 5 000 mesmo quando presente numa gama de vArias cente
nas de micromolar. Contrariamente, as /3-ciclodextrinas substi-
tuidas perderam apenas 50% da sua potncia depois de 6 dias em
cultura contfinua.

Estes resultados foram confirmados utilizando ensaios de
transcriptase inversa como indicador especifico de entrada e in-
fecciosidade virais (Figura 68). A partfculas de virus infeccio_
sas foram incubadas na presenga de /3-ciclodextrina sulfatada
(faixa 1). Sulfato de dextrano (faixa 2) ou meios (faixa 3) du-
rante 6 dias ap6s o que as células foram ressuspensas em meios
frescos e deixadas a incubar durante mais 10 dias antes de serem
recolhidas e a actividade da transcriptase inversa foi ensaiada.

A ﬁ -ciclodextrina sulfatada mediou uma actividade anti-viral si-
gnificativa mesmo ap6s perfodos prolongados de cultura de tecidos.
Este resultado pode ser relacionado ccm diferencas de susceptibili
dade entre o sulfate de dextrano e a /3~ciclodextrina sintética 2

degradag3o enzimdtica durante a cultura de tecidos.

6.3 - DISCUSSAQ

Démonstrémos os efeitos anti-virais draméticos dos agen-
tes de bloqueio viral carbo-hidrato, particularmente as /3—ciclo-
dextrinas sulfatadas ou metiladas completamente substitufdas. Es
tes efeitos anti-virais estZo intimamente associados com as cadei
as laterais apresentadas pelo anel de ciclodextrina e n¥ao s¥o uma
fung@o do préprio anel. Mais ainda, examindmos o efeito de varias
moléculas diferentemente substitufdas e concluflmos que apenas um
subgrupo especifico de cadeias laterais s3o capazes de mediar
efeitos significativos anti-HIV. Estes compostos parecem interfe
rir com um passo inicial associado & patogénese do HIV. H4 vérias
evidéncias para estas conclus®es. As /3-ciclodextrinas totalmente

sulfatadas n3c exibem efeitos detectiveis em células que j& tenham
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sido infectados com HIV-1. N3o se observaram efeitos na activida
de da transcriptase inversa, produg3o de partfculas virais, ou
morfologia das particulas de virus nas linhas celulares infecta-
das incubadas com concentrag®es de ciclodextrinas que se mostra-
ram ser protectoras em ensaios de sincfcios, por ex. antes da in-
fecgdo viral das células. Em contraste, a ciclodextrina, em con-
centragBes eguivalentes, bloqueia a infecgZo por HIV de células
nZo infectadas como se demonstrou por ensaios de transcriptase in
versa e a presenga de RNA viral, em conjunto com a formacgZo de sin
cicios. Conjuntamente, estes dados suportam um modelo de interfe
réncia na fungZo viral nos primeiros passos do encontro entre o

virus e a célula.

Testédmos a capacidade destes compostos de inibir especifi
camente a ligag¥o de anticorpos monoclonais ao receptor conhecido
do HIV. Os resultados demonstram que ndo houve inibig¢%o signifi-
cativa de anticorpos que se ligam especificamente a regifes de
CD4 necessédrias 3 funcg3o viral. Esta observagdo & importante uma
vez que sublinha o facto do tratamento das células humanas com es
tes compostos provavelmente n3o afectar a fung3o deste receptor

imunolégico importante.

Vérios estudos indicavam uma grande afinidade para absor-
530 (adesXo) s superficies das células por glicosaminoglicanos
e sacdridos sulfatados altamente hidrofflicos, incluindo poli-sul
fatos de ciclodextrina (Folkman et al., 1989, Science 243:1490-
-1493 e Folkman =2 Weisz, 1989, Amer. Chem. Soc. Symp. Ser. 392:
19-32) numa variedade de circunstancias (Folkman et al., 1989,
Science 243: 1490-1493; Folkman e Yeisz, 1989, Amer. Chem. Soc.
Symp. Ser. 392: 19-32; KMitsuya ot al., 1988, Science 240: 646-
-649; Ito et al., 1987, Antiviral Res. 7: 361-367; Declerq,
1986, J. Med. Chem. 29: 1561-1569; Cole et al., 1986, Nature 323:
:723; Hook et al., 1984, Ann. Rev. Biochem. 53:847-869 e Desomer
et al., 1968, J. Virol 2:886-893). Com isto em vista, os nossos
resultados sugerem que uma forte ligag3@o daos agentes 2 membrana
celular e/ou ao invélucro viral resulta em velocidades de difus3o
reduzidas dos receptores, influenciando como tal criticamente as

cinéticas das interacgBes intermoleculares entre o ligando espe-
r
L’M \.;:; nr\jiNAL
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cifico viral e as moléculas celulares receptoras, através dos
principios fIsico-quimicos cléssicos (LauFFenburger e Celisi,

1983, Internat. Rev. Cytol. 84:268-302).

Comparédmos moléculas de poli-sulfatos de dextrano e de
B -ciclodextrina substitufdos em ensaios de sincicios de HIV-1 e
transcriptase inversa. Ubservémos efeitos semelhantes em ambas
as classes de compostos, mas encontrdmos uma diferenga especial
na longevidade dos efeitos anti-virais mediados pelas ciclodex-
trinas em oposig3o aos sulfatos de dextranmo. Os resultados indi
cam que o composto ciclizado substitufdo pode ser mais estédvel
ao contacto prolongado com células e sugerem um potencial para
estes compostos serem eficazes com uma frequBncia de administra-
G380 menor sem diminuir os desejados efeitos anti-virais. Final-
mente, a observagdoc de que esta classe de composto interfere com
os estdgios iniciais de patogénese dos lentivirus sugere gue estes
compostos sejam Gteis no tratamento de outros patogénios humanos

e animais com mecanismos semelhantes de entrada.
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REIVINDICACGCTUOES

1 - Processo de preparag3o de uma composig¥o para inibi-
G¥o de infecgdo indesejdvel de células por um virus, em mamf{fe-
ros, incluindo seres humanos, caracterizado por compreender a
mistura de (l) um derivado de oligossacdrido ciclico com (2) um
agente anti-viral, sendo o derivado caracterizado por possuir uma
solubilidade a 09C, em &gua destilada, de pelo menos cerca de 20
g/100 ml de 4gua.

2 - Processo de acordo com a reivindicac3o 1, caracteriza
do por o referido derivado de oligossacdrido ciclico conter cerca

de seis a cerca de doze mon6meros de acglcar.

3 - Processo, de acordo com a reivindicag®o 2, caracteri-
zado por o referido derivado de oligossacdrido ciclico conter cer

ca de seis a oito mon6meros de acdcar.

4 - Processo, de acordo com a reivindicag®o 3, caracteri-
zado por o referido oligossacdrido cfclico ser alfa-, beta- gu ga

ma-ciclodextrina.

5 - Processo, de acordo com a reivindicag3o 1, caracteri-
zado por o derivado de oligossacédrido cfclico ser um derivado de
sal ani6nico da referida ciclodextrina tendo substituintes selec-
cionados do grupo consistindo em sulfato, fosfato, carboxilato,
nitrato e suas misturas e ser associado a um catiZo fisiologica-

mente aceitédvel.

6 - Processo de acordo com a reivindicagZo 1, caracteriza
do por o referido derivado de oligossacdrido cficlico ser um sulfa

to de ciclodextrina.

7 - Processo de acordo com a reivindicacfo 6, caracteriza
do por o referido sulfato de oligossacdrido cfclico conter cerca

de 10-16 grupos sulfato.

8 - Processo de acordo com a reivindicagdo 5, caracteriza
do por o referido sulfato de oligossacdrido ciclico ser tetradeca

-sulfato de beta-ciclodextrina.
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9 - Processo de acordo com a reivindicagZo 1, caracteriza
do por o referido derivado de oligossacdrido ciclico ser um deri-
vado ndo i6nico do referido oligossacdrido tendo substituintes se
leccionados do grupo consistindoc em porgBes alquilc, éster, é&ter,

tio-éster, tio-éter, 4cido carboxilico e carbo-hidrato.

10 - Processo de acordo com a reivindicag#o 1, caracteri-
zado por o referido derivado de oligossacdrido ciIclico ser um oli

gossacdrido cfclico substitufdo com alcoxilo.

11 - Processo de acordo com a reivindicag3o 10, caracteri
zado por o referido oligossacédrido ciclico substitufdo com alcoxi

lo conter cerca de 10-16 grupos metoxilo.

12 - Processo de acordo com a reivindicag®o 10, caracteri
zado por o referido oligossacédrido ciclico substitufdo por alcoxi

lo ser o tetradeca-metoxi-~betaciclodextrina.

13 - Processo de acordo com a reivindicag#o 1, caracteri-
zado por o referido derivado de cligossacérido cfclico conter

substituintes ifnicos e n%o ifbnicos.

14 - Processo de acordo com a reivindicag®@o 1, caracteri-
zado por o referido agente anti-viral ser um derivado de nucledsi
da.

15 - Processo de acordo com a reivindicag®o 1, caracteri-
zado por o referido agente anti-viral ser um péptido CD4 ou um

seu andlogo.

16 - Processo de acordo com a reivindicag®o 1, caracteri-

zado por o referido agente anti-viral ser 2 hipericina.

17 - Processo de acordo com a reivindicag¢®o 1, caracteri-

zado por o referido virus ser um retrovirus.

18 - Processo de acordo com 2 reivindicag®o 1, caracteri-
zado por o referido retrovirus ser o virus de imunodefici®ncia hy

mana-1.

1 19 - Processo de acordo com a reivindicag¥o 18, caracteri
zado por o referido retrovirus ser o virus de imunodefici®ncia hu

mana-=2.
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20 - Processo de acordo com a reivindicagd@o 1, caracteri-

zado por o referido virus ser um paramixovirus.

21 - Processo de acordo com a reivindicacgso 1, caracteri-

zado por o referido virus ser um virus herpes.

22 - Processo de preparagdo de uma composic®o para inibi-
¢330 de infecg@o indesejével de células por um virus, em mamiferos,
incluindo seres humanos, caracterizado por compreender a mistura
de (1) um derivado de oligossac4rido ciclico com (2) um agente
anti-viral, sendo derivado caracterizado por possuir uma solubili

dade a 02C, em 4gua destilada, de pelo menos 20 g/100 ml de dgua.

23 - Processo de acordo com a reivindicag#@o 22, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacdrido ciclico conter cer

ca de seis a cerca de doze mondmeros de agdcar.

24 -~ Processo, de acordo com a reivindicacg®o 22, caracte-
rizado por o referido derivado de oligossacédrido ciclico conter

cerca de seis a cerca de oito monémeros de aglcar.

25 - Processo, de acordo com a reivindicag¢3o 22, caracte-
rizado por o referido oligossacérido cfclico ser alfa-, beta- ou

gama-ciclodextrina.

26 - Processo, de acordo com a reivindicag®o 22, caracte-
rizado por o derivado de oligossacdrido ciclico ser um derivado
de sal anibnico do referido oligossacdrido tendo substituintes sg
leccionados do grupo consistindo em sulfato, fosfato, carboxilato,
e suas misturas associadas com um catido fisiologicamente aceité-

vel.

27 - Processo de acordo com a reivindicacg3o 22, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacédrido cfclico ser o sul-

fato de oligossacédrido ciclico.

28 - Processo de acordo com a reivindicag¥o 27, caracteri
zadao por o referido sulfato de oligossacédrido ciclico caonter cer-

ca de 10-16 grupos sulfato.

29 - Processo de acordo com a reivindicag®o 26, caracteri
zado por o referido sulfato de oligossacdrido cfclico ser o tetra

deca-sulfato de beta-ciclodextrina.
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30 - Processo de acordo com a reivindicagdo 22, caracteri
zado por o referido derivado de cligossacérido cficlico ser um de-
rivado nZo idnico do referido oligossacdrido tendo substituintes
seleccionados do grupo cansistindo em porgBes alquilg, éster, éter,
tio-éster, tio-éter, &cido carboxilico, carbo-hidrato, halogeneto

e halogeneto de alquilo.

31 - Processo de acordo com a reivindicagdc 22, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacérido ciclico ser um oli

gossacdrido cifclico substitufdo com alcoxilo.

32 - Processo de acordo com a reivindicagso 31, caracteri
zado por o referido oligossacé8rido ciclico substitufdo com alcoxi

lo conter cerca de 10-16 grupos metoxilo.

33 - Processo de acordo com a reivindicag3o 31, caracteri
zado por o referido oligossacérido ciclico substitufdo por alcoxi

lo ser o tetradeca-metoxi-beta-ciclodextrina.

34 ~ Processo de acordo com a reivindicag®o 32, caracteri
zado por o referido oligossacédrido ciclico substitufdo por alcoxi

lo conter cerca de 10-16 grupos propoxi.

35 - Processo de acordo com a reivindicag3o 32, caracteri
zado por o referido oligossacédrido ciclico substitufdo por alcoxi

lo ser a tetradecapropoxi-ciclodextrina.

36 - Processo de acordo com a reivindicag®o 22, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacédrido ciclico conter

substituintes i6nicos e nZ%o ib6nicos.

37 - Processo de acordo com & reivindicag#o 22, caracteri

zado por o referido virus ser um retrovirus.

38 - Processo de acordo com a reivindicag¥@o 37, caracteri
zado por o referido retrovirus ser o virus de imunodeficiBncia hu

mana-1,

39 - Processo de acordo com a reivindicag3o 37, caracteri

zado por o referido retrovirus ser o virus de imunodefici®ncia hu

mana-2.

40 - Processo de acordo com a reivindicag3o 22, caracteri

zado por o referido virus ser um paramixovirus.
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41 - Processo de acordo caom a reivindicagdo 22, caracteri

zado por o referido virus ser um virus herpes.

42 - Processo de acordo com a reivindicag3o 39, caracteri
zado por o referido agente anti-viral ser um derivado de nucleé6si

do.

43 - Processo de acordo com a reivindicag3do 39, caracteri
zado por o referido agente anti-viral ser um péptidoc CD4 ou um

seu andlogo.

44 - Processo de acordo com a reivindicag3do 39, caracteri

zado por o referidoc agente anti-viral ser a hipericina.

45 - Processo de preparagdo de uma composigZo para inibi-
gd3o0 da formagdo de sincicios entre células infectadas por um virus,
em mam{feros, incluindo seres humanos, caracterizado por compreen
der a mistura de (1) um derivado de uma ciclodextrina de oligossa
cérido ciclico com (2) um agente anti-viral, sendo derivado carac
terizado por possuir uma solubilidade a 09C, em dgua destilada,
de pelo menos 20 /100 ml de 4gua.

46 - Processo de acordo com a reivindicag3o 45, caracteri
zado por o referido derivado oligossacérido ciclico conter cerca

de seis a cerca de doze monémeros de aglcar.

47 - Processo, de acordo com a reivindicag¥o 46, caracte-
rizado por o referido derivado oligossacdrido ciclico conter cer-

ca de seis a cerca de oito mon6meros de agdcar.

48 - Processo, de acordo com a reivindicacg®o 47, caracte-
rizado por o referido derivado de alfa-, beta- ou gama-ciclodex-

trina ser um sulfato de ciclodextrina.

49 - Processo, de acordo com a reivindicag®o 45, caracte-
rizado por o derivado do referido oligossacédrido ser um derivado
de sal anidbnico da referida ciclodextrina tendo substituintes se-
leccionados do grupo consistindo em sulfato, fosfato, carboxilato,
nitrato e suas misturas associadas com um catiZfo fisiclogicamente

aceitével.

50 - Processo de acordo com a reivindicag3®o 49, caracteri

zado por o referido sulfato de ciclodextrina conter cerca de 10-16
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grupos sulfato.

51 - Processo de acordo com a reivindicag¢®o 49, caracte-
rizado por o r=ferido sulfato de ciclodextrina ser o tetradeca-

-sulfatoc de beta-ciclodextrina.

52 - Processo de acordo com a reivindicag¥o 45, caracteri
zado por o referido derivado de alfa-, beta- ou gama-ciclodextri-

na ser uma alcoxiciclodextrina.

53 - Processo de acordo com a reivindicag®o 52, caracteri
zado por a referida ciclodextrina de alcoxilo conter cerca de 10-

~16 grupos metoxilao.

54 - Processo de acordo com a reivindicag3o 52, caracteri
zado por a referida ciclodextrina de alcoxilo ser a tetradeca-me-

toxi-beta-ciclodextrina.

55 - Processo de acordo com a reivindicag®o 52, caracteri
zado por a referida ciclodextrina de alcoxilo conter cerca de 10-

-16 grupos propoxi.

56 - Processo de acordo com a reivindicag®o 52, caracteri
zado por a referida ciclodextrina de alcoxilo ser a tetradecapropg

xi-ciclodextrina.

57 - Processo de acordo cam a reivindicag®o 45, caracteri
zado por o referido agente anti-viral ser um derivado de nucledsi
do.

58 - Processo de acordo com a reivindicagdo 45, caracteri
zado por o referido agente anti-viral ser um péptido CO4 ou um

seu andlogo.

59 - Processo de acordo com 2 reivindicacg®o 45, caracteri

zado por o referido agente anti-viral ser a hipericina.

60 - Processo de acordo com a reivindicacg®o 45, caracteri

zado por o referido virus ser um ratrovirus.

61 - Processo de acordo com a reivindicag®o 60, caracteri
zado por o referido retrovirus ser o virus de imunodefici®ncia hu

mana-1.

62 - Processo de acordo com a reivindicagdo 60, caracteri
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zado por o referido retrovirus ser o virus de imunodefici8ncia hy

mana-=2.

63 - Processo de acordo com a reivindicag®o 45, caracteri

zado por o referido virus ser um paramixovirus.

64 - Processo de acordo com a reivindicag3o 45, caracteri

zado por o referido virus ser um virus herpes.

65 - Processo de preparag3o de uma composig¥o para inibi-
¢3o de infecgdo indesejdvel de células por um virus, em mamiferos
incluindo seres humanos, caracterizado por compreender a mistura
de (1) um derivado de oligossacédrido cfclico com (2) um composto
organico esteréide ou n3o ester6ide modulador do crescimento celuy
lar latente, n3o possuindo o referido ester6ide actividade gluco-
corticoide, sendo o derivado de oligossacdrido ciclico caracteri-
zado por possuir uma solubilidade a 0°C, em &gua destilada, de pe
lo menos 20 g/lOU ml de 4gua.

66 - Processo de acordo com 2 reivindicag3o 65, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacédrido ciclico conter cer

ca de seis a cerca de doze mon6meros de aglcar.

67 - Processo, de acordo com a reivindicag3o 65, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacdrido ciclico conter cer

ca de seis a cerca de oito monémeros de aglcar.

68 - Processo, de acordo com a reivindicag3o 65, caracte-
rizado por o referido oligossacdrido ciclico ser alfa-, beta- ou

gama-ciclodextrina.

69 - Processo, de acordo com a reivindicag®o 65, caracte-
rizado por o derivado de oligossacdrido ciclico ser um derivado
de sal anifnico do referido oligossacdrido tendo substituintes se
leccionados do grupo consistindo em sulfato, fosfato, carboxilato
e suas misturas associadas com um catifo fisiologicamente aceit4-

vel.

70 - Processo de acordo com a reivindicag¥o 65, caracteri
zado por o referido derivado de ocligossacdrido cficlico ser sulfa-

to de oligossacédrido ciclico.
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71 ~ Processo de acordo com a reivindicag3o 70, caracteri
zado por o r=ferido sulfato de oligossacdrido ciclice conter cer-

ca de 10-16 grupos sulfato.

72 - Processo de acordo com a reivindicagdo 70, caracteri
zado por o referido sulfato de oligossacédrido ciclico ser o tetra

deca-sulfato de beta-ciclodextrina.

73 - Processo de acordo com a reivindicag3o 65, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacérido ciclico ser um de-
rivado n3o i6nico do referido oligossacédrido tendo substituintes
seleccionados do grupo consistindo em porg@es alquilo, éster, &ter,

tio-éster, tio-éter, 4cido carboxIlico e carbo-hidrato.

74 - Processo de acordo com a reivindicag®o 65, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacérido ciclico ser um oli

gossacarido ciclico substitufdo com alcoxilo.

75 - Processo de acordo com a reivindicag®o 74, caracteri
zado por o referido oligossacérido ciclico substitufdo com alcoxi

lo conter cerca de 10-16 grupos metoxilo.

76 - Processo de acordo com a reivindicag3o 74, caracteri
zado por o raferido oligossacdrido ciclico substitufdo por alcoxi

lo ser o tetradeca-metoxi-beta-ciclodextrina.

77 - Processo de acordo com a reivindicag®o 74, caracteri
zado por o referido oligossacédrido ciclico substitufdo por alcoxi

lo conter cerca de 10-16 grupos propoxi.

78 - Processo de acordo com a reivindicag3o 74, caracteri
zado por o referido oligossacdrido cfclico substitufdo por alcoxi

lo ser a tetradecaprcpoxi-ciclodextrina.

79 - Processo de acordo com a reivindicag¥o 74, caracteri
z2do por o referido derivado de oligossacérido ciclico conter subs

tituintes iénicos e n3o ib6nicos.

80 - Processo de acordo com a reivindicag3c 65, caracteri
zado por o referido retrovirus ser o virus de imunodefici®ncia hu

mana-1.

81 - Processo de acordo com a reivindicacg%o 65, caracteri
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zado por o referido retrovirus ser o virus de imunodefici®ncia hu

mana-2.

82 - Processo de acordo com a reivindicag®o 65, caracteri
zado por o esterfide ser cortisona, hidrocortisona, cortexolona

ou tetra-hidrocorticol.

83 - Processo de acordo com a reivindicag3o 65, caracteri
zado por o composto ndo esteréide ser interfer3o-alfa, interferZo

-beta ou interferZo-interferso.

84 - Processo de acordo com a reivindicag3o 65, caracteri
zado por o composto ndo esterfide ser interleuquina-1 ou interley

quina-2.

85 - Processo de preparag3o de uma composic¢¥o para inibi-
¢330 de infecg¥o indesejével de células por um retrovirus, em mami
feros, incluindo seres humanos, caracterizado por compreender a
mistura de (1) um derivado de oligossacérido cfclico com (2) um
composto org@nico esterfide ou ndo esterfide modulador do cresci-
mento celular latente, e (3) um agente anti-viral, no qual o refe
rido esterfide n3o possui actividade glucocorticoide e sendo deri
vado de oligossacdrido cficlico caracterizado por possuir uma solu
bilidade a 02C, em &gua destilada, de pelo menos 20 g/100 ml de
dqua.

86 - Processo de acordo com a reivindicag®o 85, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacarido ciclico conter cer

ca de seis a cerca de doze monémeros de aglcar.

87 - Processo, de acordo com a reivindicag®o 85, caracte-
rizado por o referido derivado de oligossacdrido ciclico ccnter

cerca de seis a cerca de cito mon6meros de agdcar.

88 - Processo, de acordo ccm a reivindicag®o 85, caracte-
rizado por o referido oligossacéride cfclico ser alfa-, beta- ou

gama-ciclodextrina.

89 - Processo, de acordo cam a reivindicag3o 85, caracte-
rizado por o derivado de oligossacAlrido cficlico ser um derivadao
de sal aniénico do referido oligossacérido tendo substituintes se

leccionados do grupo consistindo em sulfato, fosfato, carboxilato,
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e suas misturas associadas com um catifio fisiologicamente aceitéd-

vel.

90 - Processo de acordo com a reivindicag¥o 85, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacérido ciclico ser o sul-

fato de oligossacédrido ciclico.

91 - Processo de acordo com a reivindicag¢83oc 90, caracteri

zado paor o referido sulfato de oligossacérido ciclico conter cer-

ca de 10-16 grupos sulfato.

92 - Processo de acordo com a reivindicagdo 90, caracteri
zado por o referido sulfato de oligossacérido cficlico ser o tetra

deca-sulfato de beta-ciclodextrina.

93 - Processo de acordo com a reivindicag#o B85, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacdrido ciclico ser um de-
rivado ndo ibnico do referido oligossacédrido tendo substituintes
seleccionados do grupo consistindo em porg®es alquilo, éster, éter,

tio-éster, tio-éter, 4cido carbox{flico e carbo-hidrato.

94 - Processo de acordo com a reivindicag®o 88, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacédrido ciclico ser um oli

gossacdrido cliclico substituido com alcoxilo.

95 - Processo de acordo com a reivindicag3o 94, caracteri
zado por ¢ referido oligossacdrido ciclico substitufdo com alcoxi

lo conter cerca de 10-16 grupos metoxilo.

96 - Processo de acordo com a reivindicacdo 94, caracte-
rizado por o referido oligossacdrido ciclico substitufdo por alcg

xilo ser a tetradeca-metoxi-beta-ciclodextrina.

97 - Processo de acordo com a reivindicag®o 94, caracteri
zado por o referido oligossacdrido ciclico substitufdo por alcoxi

lo conter cerca de 10-16 grupos propoxi.

98 -~ Processo de acordo com a reivindicagZo 94, caracteri
zado por o referido oligossacdrido ciclico substitufdo por alcoxi

lo ser a tetradecapropoxi-ciclodextrina.

99 - Processo de acordo com a reivindicag®o 94, caracteri
zado por o referido derivado de oligossacérido ciclico conter

substituintes iénicos e n3do iénicos.
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100 - Processo de acordo com a reivindicacg3o 85, caracteri
zado por o referido retrovirus ser o virus de imunodefici®ncia hu

mana-1.

101 - Processo de acordo com a reivindicag®o 85, caracte-
rizado por o referido retrovirus ser o virus de imunodeficiBncia

humana-2.

102 - Processo de acordo com a reivindicag3o 85, caracte-
rizado por o esterfide ser cortisona, hidrocortisona, cortexolona

ou tetra-hidrocorticol.

103 - Processo de acordo com a reivindicagZo 85, caracteri
zado por o composto ndo esterbide ser interfer#o-alfa, interferZp

-beta ou interfer8o-interferzo.

104 - Processo de acordo com a reivindicag#®o 85, caracte-
rizado por o composto n3o esterfide ser interleuquina-l ou inter-

leuquina-2.

105 - Processo de acordo com a reivindicag%o B85, caracte-
rizado por o referido agente anti-viral ser um derivado de nucleb

sido.

106 - Processo de acordo com a reivindicag®o 85, caracte-
rizado por o referido agente anti-viral ser um péptido CD4 ou um

seu andlogo.
107 - Processo de acordo com a reivindicac®o 85, caracte-
rizado por o referido agente anti-viral ser a hipericina.

Lisboza, ol
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