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LRt RPPOCESS  BEPS

a pPreparacio de uma  composicSo fa

inibicds do vivus da  imunodeficiénc

tompreasnds & administracSs a wm doente inferbaodo poor HIV de wuma

composiclo sinergistica de 3 —arido-3 —desoxitimiding (ALT =
J

Nebuwgbil=-desoximsiirimicina (N=Bgb i 1-DMNT Y nums  guantidsde S

atinja eficécia antiviral.
O processs pars m preparacas da  referids  composicdo
consiste em s incluir nels os raferidos componentes, de modo =

chiar-gse um composicdo cuia pro EorcEs molar de AFT para Nebubile

~DNT varia, de preferéncia sntre cerca de 1150 = cerca de 1100
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EUNDAMENTIIS DO THVENTO

Este invents relaciona—se com uma composiclio Tarmac&y-

tica & com  wum método  de inibicn do virus da  imunmodeficidncia
humana (HIV? &, mais particularmente, com uma comsosicdn sinégrgi-
ca do derivado M-butilicn de 1, 5~didesow i-1,5-imino _D-glucitnl
Cdaanxinojirimicina} = 3'~aziun~f}*qu itimidinag {AST: TILHNS

quantidads que atinda eficariaz antiviral, sendo de potenciasl

utilizac8o no trataments do sindrona de imunodeficidncia adauiri-
IDAY & o complexn afim da SIDA (ARC S1.

O gsivdroma de deficidneis imumitéria adguir

]s

.

i
saPenas alouns anos era uma curiosicdads med &, constitui schusi-
manie uma doencs grave. Uonsaquenteaments, tem sido  feibo um
grande esforgo para desenvolver drogss e VERCINaSs para combatsr 2
SIDA. O virus da  SIDA, identificado pela primsira ver sm 1993,
tem sido descrito com varios nomes & bem & capacidade de réplics
oo interior das cdlulas do sistemna imunitério levands desse  modo
& uma profunda destruic8o das células—T T4+ tou células

c (1984, =

Ver, por exewplo, Gallo et al., Science 274, EOO-03

S,

Fopovic et al., Ibid., 497-500 ¢ 1984, Est

)

Yirys, que s estabe—

lecew ser um retrovirus, tinhs sids conbEcids romo virus sss

[}
n
e
i
i

4o a linfadenopatia (LAVY ouw virus ralacionads com SIDA  (ARV:.
Fovan descritos  dois virus distintos da SIDA, HIV-1 & HIY-2.
HIV=-1 & o virus originaiments identificadn am 1982 por Monta

& colaboradores no Instituto Pasteur em Faris [Ann. Viral., Inst.

Pasteur 135 B, 1i19-134331, enguanto quo o HIV=-2~ foi isolade mais
racentements por Montagnier & ssus colaboradores en 1998 [Naturs
SEE, G823 (198731, Tal comno & aqaul wsads, HIV pretende referip-se

& estes virws num senticds gendrico.



Embora a biologi molacular da SIDA comece & ser

decifrada & definida, muits mais fica aprerndids g
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comprasndido dcerca desta doenca. Entre tants, 2stfo sendo  inves-—
tigadas vérias abordagens oo problema na  procurs de  eobenciais

SIDA. O desenvolviments de uma vacinag
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drogas e

Fara ZI0A & dificultads pels falta de comRrsensdo dos mecanisnos

de imunidade protectora contra o HIV, pela import8ncia da  varia-
cdo gendtica oo virus, & pela falis e modelos animasis =ficazes

para a infeccn pelo HIV., Ver, por axanelo, Koff and Hoth,
Soience 241, 426-437 (1988

Uma abordagem pars plansar dro9Rs oW VARCINaSs para o
trataments de seres humanos infectadns com HIV depends do conbese-
ciments gus o5 hidlogos mxleculares tenham sdouirid snbire o

ciclo de vida replicativo do virus guands penetra & infecta  uns

telula hospedeira, sofre replicac8c, & Frogride infectands owbras
c2lulas. No ciclo de replicac8o do  HIV exisien C2rtos passos
espacificos dos virus gque constitusm potenciziz alvos da terapdy-

tica anti-viral. Hirvsch 2t al., Antimicrob, Agants Chemobher . 31,

SES-43 (19ET7.

A primeira droga & ser asrovads pela U S, Food and Drusg
fSdministration (FDA) para o tra atamanto oda SIDA Foi Tidovidins,

malbeor conhecido  pelo sew nome anberiop exidothymidine  (A2T:.
:

~azido-3 —desowitimidina, = tem sz

w

Guimicaments, ests drogs &

sstrutura gus se sogus!
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AZT & convertida pela guiness c2lulsr numa  forss
trifosfato gus & um  forts inibidor compeltitivo da  transcriplass
reversa oo HIV, interferincds desse moods com um sstadion pracoc

replicacdo oo HIV.

Esta droge fol origineglments ssleccionsds  como ums
potencial arma conitra a2 SIS por ter revelads capacidads  para
.

inibiv a vreplicac8s oo vivas in vit soes testes  constibusm

vivivaimenis o Onico mEtodo prético para avaliac8o = fest

in
B

:

iniciais das drogas potencialmente anti-SIiDa.

Embaors & AZLT seda actualpente usada na clinica, ums
grave desvantagem da ALV consists nos geus efsitos  ssoundérios
toxicos., Ma verdads, a bulsa requerids pelo FRA para o Rebroviv-
QR}; # composic8o farmacdutica comercializads contendo 83T como o
ingrediente activo, far adverténcias em  relagdo & toxicidads
Fesmatoldgicas, incluinds granuliocitopenia ¢ anemis grave reousrsn-
o bransfusies.  Assim, continua a procuwra de melhores  deogas

anti-SIDS.

Mais recentements, f
glucosidase quants & sus artividade conbra o vives oa SI04.

FPorqus a&s glicoproteinags gue envolvem o HIV  sdo  intensamenis



glicosiladas, o8 composto que interfsremn com
& postranslacional da glic coproteinsg gl & o

transmembrana gedl podem ovi itar a sntrads do

rior de uma célula. Karpss et &l., Proc, Natl,

D Erocsssansnho oo
da glicoproteing  doa

VIrus para o inbe—
e

SEIT-GEER (1958) . Ezton compostos intereferen,

estadio do  processo  replicabiveo oo HIV oif

Trés desses compostos sugeridss cono

Anti-SIilA s80 rastano JEpErmning, l-desoxinoiis

g interronoen LA

arente  do estadis

@y E-dibhidvoximetil—-3, d~difhidpe roxiepivrolidinag (DMDFY . Ver, oy
exemplo, Sunkara st a1, Biochem. Biophys. Res. Commun, i4siiy,
ZOE-~Z10G (19873 fyms et al., Lancet, Bob, 31, 19m7, BE
1OE5-1038,; Halker =t al e Mabl A ad Sci UEA &,

S0-2124 (198731 e Gruters st &1 ., MNaturs 330

atanmﬁpermina, quE & um &
partiv de sementss do castanhe
dade de interferir na gli
sliterands desse modo o involucre  de glicoprob
entrada do HIV o interior das células &l

formeciments de castancspermine &  limitads o

natural, sle torna-se extremamente dismperndiosn

2m grands sscals. édicianalment&, a casta
c1tuLna1c1ﬁﬂd@ s nivels e dosaoen  ode O

#l., Proc, N@t . Acad, Sci. USA 95, 9279-9233

Em PCT Inter. Apeln. WO 57 EaE,

Julbey, 1987, o derivado Mmetilico  de desnwi

fol tambénm  apresentads como poEsldinds sobivi

iy

asaada aparentemsnts na sua artividads inibid

I. Contudn, foi subssousntemente revelads pop

lealoide isoladn &

revelow & capsci-

Comtudo, porgus o

evido & sus  fonts

sntemente  reousrids

mERsrning . reveloy

publicads =m 2 e
mnajirimicinag (DNTD

dade conbra o HIY

ora e glucosidase
Flest =t 51 ., FRpg
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Lett S37, 138-132 (198989), que nem todos os inibidores da glucosi—

i
dase I s8o inibidores oficazes oo HIV., Assim, podem ser rESFONSa~
vels pala sctividade inibidora de HIV alouns subros mecanismos .

Verificou-se que o derivado N-bubilico da desoxinojiri-
micing (N-butil DNJ)  apressnta ums melhor actividade inibidors

contra o virus da imuodeficigncia humana (M

faac ]

Vi am  concentracfes
nEo todwicas em comparacfo com as apresentadas pelos corresponcen—

tes derivados N-metilico & N-etilico,

N—-biat il DN tem & seguinte estruturs ouwimics!

f fim de indicar ssteroisomsrisms linhas conbtindss  ou
tracejadas  indicam ligacfes dirigidas para cima ouw pars baimo,
1

respectivanents, oo planog oo paps

M-basbil DT reduz de  um modo omic & ¢
virus para cima ode cinco logs  sn concentracies ndo citobdaxicas
enguanto qus 085 derivados Nemetil- ¢ Nestil-desoxinojivimicins
levam apenas a wma reduc8o da  ovdem dos dols & gust

produc8o de  HIV infecoioso. fmsim, o derivado e Wi



apressnta uma sionificrativa pote noial utilizaclio para o tratamen-—
to do sindroma o deficiéncia imunitéria adouirids (2IDAY, =

E"X
foram recentements anuneisdns ensaios clinicos deste agants  na
fase 1.

Apesar oos  progressos anteriorments  referidos i

terapdutica farmacdutics para  individuos  infectadss  com HIv,
i

Fensa-s: gus uns terapdutica nfo toxicas =fi B igids contra o

stiva  wus snvolva &

}:rl'!

HIV pods requsrsr uma dcnica guiminterapsy
whtilizmac8o de terapdubicas combinadas. Una tal técnics ndo tem
sido amplamente wtilizada na Lo ramiutica anti-HIV, mas tem  tide

gxito v bratamento de ume sErie de infecoles bacterianas &, paor

fungos, assim  cons ns gquiminterapia do  cancro. Combinacies de

terapduticas anti-HIV QuE inclusm agentes ogue abacsm o cicio oe
replicacdio do HIV am vérios sitios oferacen varias vantagens,

particularments sg ocorrersn interaccles favoraveis das Be - T3
28 880 combinados, sles podesm ber owm
contra & replicac8o oo HIV in vitro,

i =
tal coms & sstzbelecids palo Combination Indew (013 disouhics

1. Efeito aditivo! Diz-se gus duss orogas =
quands a actividade das drogas =n combinac8s & igual 3 soma  (ou
um maoma parciall das  suss  actividades independentes ausncds

sstudacias sSRparadansnte

2o Binergismc! O efeits combinads e um par e agentes
SiNErgicos & supsrior 4  soma des suss actividades independentss

oAy e Ddas separadamnsnte,
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F. Antzgomismo! Se duss drogas Forsm antagmistas, a
actividade da combinac8c & inferior & soma dos  seus @feitbos

independentss quands medidos isoladanents

e .

Oz ochisctivos da  terapéutira e combinac Sn ol

incluir a capacidads ode atingir sitios Jdiferentes no cicio s
replicacdio do HIV, & &8 de afectap B oreplicacBo virsl numa  ame
%

séris de tipos relulares. Fambim, o8 agentes n¥o deven aprassnt

o

_mmbinazﬁm inclusam interacoles in  vitrs aditivas ou sindrgicas
as guals poden permitic a utilizacdo de drogas individusis aba i
dag suas conceniracBes towicas. Tanbém, & terapdutics ode Gl § rime

cED pode avitar & BmErgdncia  de mutantes g HIV resi istentss &

L;‘.

W

b gt b 33

Foram Jj& realizados estudog combiinands virios aosntos

anti-~HIV conbecidos . Bop aexenpls, combinacliss  de ow AST ou  de
¢ 3

o2 =didesoeiciticding & interferon alfa—8 recombinants revelaram

£
ok

& capacidade de inibir sinérgicaments o HIV in yitro. Hartshorn
2t al., Antimicrob. Ag. Chemobher. 21, 162-72 (198973 Vogt =t

i."‘.{; J. n'&?C'l Ei.”::.-.

1-.:.
'1"1
o L]
X

B CLOEE). Dutras combinacSes, tais
coms AT mais aciclovir revelaram singrgisms. Mitsurs =t al
F. o Broder (ad. ) AIDS, Modern Concepts and fherapeutic Challsngss,
Marcel Dekker, Inc., New York, Comtudo,  ouiras combinacd

drogas testadas bais comn AT o ribavirin (1, 8-D-ribofuranssil-—

1i-1,2~triazole-B-carboxanids) revelaran ser  antagonistas in

vitvro, Voot et z2l., Srience 2EE, 1I7E~T9 (imoevy
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Descricln Brave dn Inventn

De acords com o pressnie invanto, descoby

i
mente qus & combinacfs de N-bubil BMI = AST inibe o HIV sirngrgi-
8

camente sem toxicidade sditiva in vitro. Aﬁaim, podem ser usadss

doses mais baixas tanto de  AZT comd de Nebutil DNJ,  minimizands
desze modo o9s  efeitos sscundérios thuwicos e cada  wm dalas,
particularmente os assoriados an AFT

As doses apropriadas para o trats smento de serss hunanns

sofrermds de BIDA oy de ARC Fara o componente AST da combinacdo oo
Fregents invents variam enire cerca de BG omgidia a cerca de 1,32

o/ diE.

As doses apropriadas para o trataments de seres humancs
sofrends de Sida ou de BRC pars o componente N-butil DT da
combrinacis do presente invento variam antre cerca de 1 molkgldia
2 cerca de 500 mglkgldia. Us sstudos de towicidade =m animais de

o
labovratdrio sstabeleceram guwe o N- batil DMT apresenta uma  baiws

P

icisp-

...1

Az drogas devem ser combir nadas em ouantidedes su
es para conssguir  as vantagens aditivas oug sindrgiras da sua

combrinas S,

Descricls Detalhads oo Invento

LA L reivin dicacMes
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A
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Pd I

&

i
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AN~ L8

Embora & espgrifi
=

g
indicands particularments = reiv Findicands distintamente o assunbe



considerads comn constituin

wh
sers melhor compresndicds a partiv da chEsericlo gus S8 seogue .

Eonte da AFT e oo N-butil DNJ

A AT fol obtids sob uma forms em PO & Farhir de Dr. P
A. Furman, Burroughs-Welleome Co., Research friangle Park, RMNorth
Carolina. Fol dissolvide em solucfco salinag estéril tamponads com
fosfato & fol  armazsnads numa covicantracio de 1 omM oem porcSss

aligustas de 0,5 mi/frasco & —2000 antes da wtilizacio.

L p-buidil ONT foi obtido sob a forma em 9 oa partir e

Dr. R, Musller, 6.0, Searle & Co. Foli armazensco aoh & forms  om

[

PO e 4°C atd & sua wtilizac8n, sondn preparadss snlucles recentes

da drogs para cada mudanca de meio, O f-buat il DNT foi dissolvids

2 agua  duplamente destilada filirada  on cordicfies ssidrsis,
et em seguids filtrado em ndigdes ssiéreis antes da prepara-
c8o das diluwicSes oo droga.
Enseics Sobre s Actividade Anti-Vira

Mestes swemplos, validmos as  sctividades antivirais

& i
das varias combinacSes destes  invents  usando madificacfiess e
varios enssios in vitro usados pars estudar ageniss anti-viraiszs
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Fara cads um destes enszios, rultivamos células HY  nZo

infectadas, uma doacfo oo Or. Robert Gallo, HMNational Cancer
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Institute, Bethesdsa, Maryland, fPopovic 8t al., Science, 224, P

i
. A . " o
497 -5 PEA3] numa concentraclo inicial de G4 = 1G7 cdlulasimi

x"'x

e

(N
en & ml de volums final de meio de cwliurs R-20  compresndends

mein de RPMI~1640, 20%  de sors de vitelo fetal inactivads pelco

calor (Sigma Chemical, St besdis,  Mo.d, L-glutamins (2w, e

Ll

antibidticns (penicilina, 250 U/fml e 2streptomicina, 2850 ugimll
i frasco T-25 (Falcon, Bscton Dickinson Laboratory, Lincoin
Park, Mew Jarsey:.

Mas expsridncias, cflulas HY pdo infec
| g

La 5,
cElulas) foram suspensas em 5 ml de meic R-20 sm frascos T-28. A
mulitiplicidade da infeco8o foram 250 doses infeccionsas da cul burs
de becidog CTCBQEQ3 de HIV-1 sem células tHTLU IBY (obtidas &
partiv de Or. Robert C. Gallod por i

et al., Antimicrob, Ag. Chemother, 321, 188-72 7

cultura fol mudado nos dias 4, 7 & 1i,

[}
D]
S2
]
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Tomd
L
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]
g
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=
it
un
i

calular sends resuspenss =m 5 ml de mais de substituicls contendo
as concentracles originais ools) agentefs) antiretroviraliais).
Varias concentracfes graduadss  de M-butil  DHJ ou  de AFT,  guer
isoladamente ogusr en combinaclio, foram adiciconada
células simultdneamsnte com o isolads de HIV-1, 0 mesi
fol mwdads nos dias 4, 7 e 11 & de move Mebabil o DT, ART,  ow
ambos, foram adicionados com as midancas de meio a fim de  manter
# conecantracis de cads um dos agentes ariginalmente presentes
Mesiss ensaios, o5 produtss flubuantes sem c2lulas  das
Lhuras foram armazenados em um ou mais dos dias 7, 11 & 14 pars
determinaciio da producSo de antigénio pPd em rels ROED AL Nlciso do
HiV-1, da actividade da transcriptass reversa viral (BT o ds
procucdo de virus  infecciosos a0 fim ode avaliar os =2§si
sgentes iooladaments, ou em conbiinac8s, sobre a replicac8o do HIV

in vitro.



Fara rada ensaio de  replicac8s dos vivws, cflulas  ndo

o0
o
infe oran expostas as  indculo de  HIV-1 semn subseagusnte

lavagen. Simultidmeaments, combinacies de agentes de taxa fixa com

P

multiplas diluwigfes, o agentes simples, foram adicionados a cacds

B}

-
frasco. Avalisdmos & proliferac8n oelular & & viabilicdade Pl

métods de exclus8o pelo corante srul tripan. Em todos o

[
m
[x]
-

a8 culturas ndo infectadas ¢ infectadas foram mentidas =m parals-
lo, Os controlos de toxicidade tratadeos com droesa foram mandidos

oo & mais elevads concentrac8o de  cada agenis testacdy  (oguep

~H

o ladanente gusr e combrinac8od, pava sxcluir  wm efeits anti-

»

1IV=1 devido & wum sfeito anti-proliferative de gualousr agenbe

—EH

Medimos & actividade da iranscriptase reversa coms  Lm
ivdicador dos sfeitos das combinactes de AFT 2 oode Mehbabil DT de

arorods com sst

Gallo et al., Science, 224, BOO-03 (1954
Matl. Acad. Sci. USA, 81, 758590 (19843 Mo ot =

S, 4B1-53 (198431,

Mzis ezpecificamente YH engsais  oe transcriptass
reversa, uwiiliramos oz reagentes indicados a seguir. O ditiotrei-
tol (DTT? foi fornecids porp sehringsr Marmbein Bio-Chemicals,
Indianapolis, Indiana. 0 PEE 2000 (polsitilens glicoll fol  forns-

i f
cids por Fisher Scientific, Medford, Massachusettis. LB

foi do tipo X-85, fornecido Ppor Sigma Chemical, St.  Louis,
Misgouwri, O 3H-TTF (trifosfato de timicins britiada) fol forneci-
do opor DuwFont, New England Nuclear Ressarch Pro sducis,  Bosbon,

3:
i

assachuestis .



ETeis 1,00 (M 7,8

kécics tetraacético
i FIGX Triton X100

¥Glicerol

Aglia

DTT {cvristall

KCL (eristals

Tampin A

etilenediamning O,

———’
Sliar By 2
FIOE Tyiton {-100
Sdoua duplamente destilada
ECL {crigtal:
)
o

PEG (30%1, MaCl O

i

L

12,5 ml
] 1,25 ml

1,25 ml

ZEO, 00 @]

a3
=
Tand

35, 10

=
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O,77
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3,00 mi

15D, 00 g
11,70 g

atd BOG, 00 ml
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T

Acivdo Tricloroacético (TC

atd B0, 00 mi

oo~ o

¥ Snlughes felitas =m 4gua

T.000,00 g9

oo

TCA
Firofosfato de Sodio 178,00 g

Aguiz

Fappdo Universal

Fris 4,00 M (pH 5,03 o soluclBo de Mall i



G, 208 g DTT

10,0 ml de tamefSo universsl

Esta solucio foi armarensds

C
galada apsna uma ver anbes da tdtilirmac8o,

LRNA foil  levads a 10 ma‘ml  em tampfo  universal

&
armazanado a 200,
10 unidades/m! de padrSo «8 ou A
Frimeros de padrfo oligs o7 (# 27-7878 = # ZF-VEERE,

Fharmacia/P-L Biochamicals, Fiscataway, New Jersey? foram disgol-—

vidos sm 2,5 ml de tamedo  universal pars dar origem s 10

L icin—

2

des/ml de soluc8o. A soluc8o foi armazenads emn porcfes aliguntas

Realizémos precipitacSo em FEG He particulas de
partiv de produtos fluluasntes sem rélulas pela adicfs ode

Iy

de fluddn flutuantes de culiura cls ificada, tanto como

-

ml

Py

solucio  de precipitscSo  em pEG,  fizemos redenoinhar
(4]

L
B

colocamos a mistura am ogelo durante & noite & 4

snbrifugimos & B00 veres a gravidads (V2100 rpm)  duran

s & N



mindtos alé se precipitar uma pilula. Zubssquaniensnie, ssparbmos
Fosp aspirac8o  todo o Fluics Flutusnts, deixéncs o precispitads
i : i i lula

b

TEROUSAY, aspiramos  enitSo e Meve pars Proporclonsr & o
Xy

fx.pm; ]

wos entdo & fazer suspens8o do precipitads num

1 de tamp8o A = Byl de soluclo 2, omde oo
produts flutuante original wsads tinhs o violums de 2 ml, com
vialumes proporcionais de  tamede de ragsuspansio a ssrem  usedos

=
para diferentes volumes de fluido flutuante, Torndmos a3 suspendsr
i

rademoinhm. fﬂﬂgﬁiwdhﬁ & amdstra & -20° no  caso desta: nSo merp
ansaiada imediataments . Todos os Fasgns de precipitacdn com PEG

Tovam realizados usands tubos e centrifugscfo com tampa. O

s inactivaram o virus.

Enssismos amosiras K
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e o seguintes cockizil B £

¥
¥

transcriptase reverss (RT):
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Tampdo universsgl 28,8 8,8
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Freparémss o cockiail BT mulitiplicands o volume de reagenis

i.i'é

palo nimero de ancstras mais 2 para contralos 0o cockiail 48 foi

wm combrolo sgativo intsrns?  mais  para serdas an pipetar,
uuhaaquent&ment&, adiciondmos 90 gl de cockiail vd o d98 & Lubos

epparharf mantidos num bankeo de Soua  eslads (1 tubo A 2 1 b

OR para cads amosiral. Sdiciondmos  enbSs Gl de cads amosira =

o

um bk A B oA wm tubo d8, submeteno~los & redemoinky Incubarcds-

entdo num banbo de doua a5 37°C durante 1 hora,

it

P



Fara terminar & actividade da transcriptass PEVEPSE,

PENIVERIS anostras o Fugvidben e Auia = colocimo—-las Vs bBarnkss Hs

agua gelada. Adiciondmos sntls 10 Ml e soluc8s fria de LRNA &
cads tubo, seguindo~se 1 ml  de solucso fria de 0% de  TCA.
Deixédmos os tubos repousar o Rankm de dgua gelada durants P0-20

minutos,

~te

Embebanos entdo §i1

ot
¥

ros de Tibra de vidro de 2.4 em
tMillipore Corporation, Badford, Massachuss
de TCA., Colocémon os s num tbubo os o digtpd

filtk
(Millipore, Model 1225) ligads s uma fonte de véocuws, Subssguenbs-—

mEntE, arlichmos uma  amosbra an filtro & lavamos cads tube e
verss para o tubo de distribuic®s com a snlucin de

WEHENID una serings de pareds dura C¥oornwall®  regulads

para 1 ml. Lavémos entfo  os filtros HARS veRes com 5% de FOR
enchavds o3 recipientes oo tubo de distribuiclc  répidaments
enguants sob vACLo Secamos o5 filtros desligands o VaCLD &
enchends cada  recipiente oo bube de distribuicSc com  70% 0 de

atanol, deixands o5 filtros repousar durants cercs ode 15 sogundos
c

Subssquentenents, coloclmos oo filiros gob uma lampads
%

de moueciments durante 10-30 minutos PEra secagsm. s Filtros
s2c0ns foram colocados em frascos de cintilac8o de 18 ml  (Bockmpan
Instruments, Wakefisld, Massarhusetbisd Aoicionfmos entfo 10—

ml che fluids de cintilac8o de cetafluor para contagsen (Mabional

Disgmostics, Manville, New Jersey) & cada frasco & fechimos o=
frascos. Tambdm ifestémos cada  amostra usareds wm padr8s nfo
sEperifics poli iﬂﬁzwnflgotﬂ?ﬁi T

caloulamcs o8 resultados oo snsaio subiraingg R
contagans/minuts de d9 das comtagens/minube e rA s mulbtiplicarnds

entdo o resultads por 7,5 paras conveErsEs en conbagens/minugbosml



liguidas da amostra flutuante da culivra original . Amostras ftends
s

valores de 107 contage na/minuto/ml ou supsriosrss foram comsicderg—

o

das positivas sm relacs an HIV-1.

ELIZA pod

Testémos N-butil DNJ & AFT coms inibidores ds  replica-
c8n viral num ELISA £24 {ensaio de imwmoabenrefn ligada a8 snzi-
mad. A detecclc oo anbigénio HIY edd ol s

e
oo B P wid T & g - $ " 3 ] 3 e TR - ™
sa0 da SIS = fol proposta como um PO Tinal imporiants para =

avaliacio dag drowss antivetrovirais candidatas. Specitor st zi.,
doedifmct, Dis, 189, S23-38 (19593

Espgcificaments, fizemos amosiras G Fluicds  flutuante
da culiura sem células para antigénio p2d coms se segus.  Dbbive—

mos uin 2stojo para ensaio [p24 Oo g fntigen ELISS, Cataloous hNos.
NEK-04E, NEE-046 = NEK-047,  DuFonit—NEN Research Fyoduct

iﬂ

Billerica, Massachusetts], de acordo com o oprotocols incluido oo
i
b

..;

&

estodon, gue contem an o

sRlacn & §i
P

-

:

Vicorpos policlonais de oo
nio p2d  ipobilizads nos recipientes da micr

-
P}

parsa antiogde

i
= umE ancshra

capturar sualausr antigénio pld ligacds o partip o wh
teste. O antigénio pR4 capturads foi transformads num comslsms
com anticorpos  policlonsis  bistinilados para ,antigémiﬁ SO S

tavidin-rébans, Incubimos  entis o commlann com ortofenildie
amina~HCL, o que produz cdr amarela proporoional 4 guantidads  de

antigénic p24 capturads. Medimos entfe 5 sbhaorvéncia os  cacds
recipiants usands um leitor de microplaca = calibrado am relacis

& abmorvéncia de ums curva padrio de antigénio pl4.



Analise Matemétira das Intera
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dag D

1
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i

Avalidmos as interaccd dos agenies pelo principio

s
efeito nedians & pela técnica oo isobolograma  com sof tware
computador wsands  wm IBM-PC (Armonk,  Mew Yorky Lohow =t
"Oose-Effect Analysis With Microcomputers: Quantitation of ED
LDEﬂ; Zynergism And Antagonism, Low-Doss Risk Rereptor  Bind
Ard Enzyme Kinetics., A Computer Sofiwars For Apple [I Or IBM
(Elsevier Biosoft,
efeito de mdliipla rogas [T.0. (how and P Talalay,
Regul ., 28, pp. 27-BE (198437

%

de agentes combinados. Eo

Cambridas, England, SRRt Uma andlise
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& mEtods envolve o regi
=

dose-afeito para cads agente = para conbinscfes de

t.
maltiplas diluiclBes dosg agentes wsands 3 eguacfs oo efei

Ly
madiarem. Pendo como  base sste mEtods,  determinamos o indic

i

combrinac®os (CI) para varias combvinacfes  oe acords com oo

invento., Oe valores CI foram det ErRINadns & partir dos pardmet
.

'out”

mislopal & I e&J:“. de cads agentes registados para efeito medi
& San .mh1>dcﬁwﬂ tends coms bass & eouaclo de imcholograng .

Sinergis, enguants gue wm velop igal a 1 indics efgitos sditi

2 Ul valor  superior & 1 indics antagonisms tal  coms foiooa

antariormente definido. Tambén analisénos o dados pela  Lé&oni
de discholograma, 9ue avalia as interaco8es das drogas por meio

um mdbods geondtrico orientads FEra & doss,

Pu odados representabivos que se BEOUEN SHD oNpressos

oo vy dhe protsinafml oow comn g e o i

ce&lulas vidvels (a fim de  excluir um 2feito anti-HIV-1 devidn
1.

i 2feito anti-proliferative oo agents
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Mrbugt il DNIAAST em Colulas H9 - Dis 14

Ensaio: ELISA Antigénio p24d (ngfmll

M-bubil DT M

O ST E O 2U4G, 0 2480,0 DOO0, 0 2R4E, O 43170, 0

AZT 01 IO85,0  2E38,0

Culty, 04 2EAR, O 280

._.
-
bed

18 SRR, 0 2TEE, O
54 SRR, O 4450, 0
& ke 2845,0 29,5
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Mr-bust il DNJ/AST em Colulas HI ~ DHim 11

R . i ., Y S
Ensain: Actividade VTranscriptase Reversa {107 CPM/ml
Me-bgtil DT (i

& ,71 2,85 11,4 45,8 165, 45

Y] EiQ Pty S50 ) 510 150

AST S0l SO0

LMy, 04 B0 £40
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J1E EE0 EOO
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pimbigbil BNI/ATT em Células HI -~ Dia i

Ensain: Actividade transcriptase Reversa/Células Vidveis
(10 4 CPMZcélulas » 1072
M-butil DT CuiMl

O 71 1) 11,4 45, & 152, 45
) E8E,2 985,E5 1283,0 804,5 £70, 5 62,5

AST 8l 753, 3

s
oty , 04 D44, 4 09,5
1

L
)
3
f =

V16 1100,0 EEZ, 2
B4 491,3 32, 4
2,56 9,1 G,3

CONTROLO NED INFECTADD = O

Em c&lulas HZ  infectadas agudamsnts, & combinacls oo
Nebutil DMT (2 4B, 6 uMI e AZT (& ¢, 84 uMy inibiw HYI-1 sinéroica—

mente sem toxicidade aditiva in vitro.

A avaliac8o matsmbtica de  btodos oz dados  antsriorss
Felo princicio de efeiio mediano & pela bécnica do ischolograma &

fim de determinar o

i

valores oo indice  de conbinscSs (I para

1

AZT & N-buwtil DMT proporcionog of valorss ous oo coguen!



VALDRES INDICE DE COMBINACAED (CI) FARA AST
E M-butil DMJT

CI NA PERCEMTAGEM

DE INIBICAD
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11 ELISA ;RO R dy)
7 ELIS A’IH lulas s oSS , 4058

N I J— R
11 ELISASIOT Calulas PRt Yol | R
11 franscriptase Reverss 2799 , 2R71
11 Transcriptasse FReverss/ 4651 JEIR4

ol
107 Células

A analil ©
N-butil OMT (2 45,8 uM) e AZT (i ¢,64 u4M)y inibiram HIV-1 singrgi-
P F=

amsnte en cdlulas HY  agu
ik

& destes resultados deponstiron gus

~
A3

mente  infectadas in vitro, PMais

i3

2, a combinacdo dos  valores dos indices era infe
rior & 1 para 90-958% de inibic8c da replicac8s vival em oifsrsn—
t.

2% dias e colheita, indicando sinergismo. MNEs  se verificou



qualaguesr boxicidade celular de

m

tes agsntes, auer  isoladaments
Auer en combinacio, os frascos de controlo paralelos  tratados

com drogs ndo infectados.

Embora prasentements, o8 mdtodos de  demonstracfs  da
eficécia terapdulica contra o HIV ssjam controversos, &
mante reconhecicds que & eficdcia  anti-viral fal coms &  indicads
pelo declinio nos nivels do  antigénic pf4 & pels capscidads
diminuida para isolar HIV & partir dos individuos infectados pode
gé

levar & um auments de scobrevivéncia & & ums diminui

dénria de  infocofes oportunistas. Assim, tendo comn bass oS
testes in vitro snteriormente mencionados, sspera-se guwe a  drogs

de combinacdc & método do present invents sejam =sficarss no
Eratamento de seres humanos com SIDA ou ARC atribuivel a infecodio

elo HIV.

Composicles Farmacdulicas

Embor

&
ingredientes activos AT & N-butil ONJ, & preferivel e 2isg
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formulaclo farmacdutics. As formuizcfes oo
presente invento comprasndem sels menos uma combinacfs sindrgics
de AZT & N-butil DNJ numa quantidade que atinja eficicia anbivi—
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tivamente ouwiros ingredisntes terapduticns.



-3 -
fal como & aqui usada, & expressScs Yuma guantidade e

atinja eficécia antiviral” & uma guantidade aue seja do panribny ol

i

vista médico bendfica para os doentes infectados com HIV masz =

nEo apresente  efeitos  sscundbrios towicos  gue  wiblrapassem  os

i,

benaficins da sua wubilizac8n,

Ermuanto gue AST & habitualmente formulads para  admi
T

nistracis oral niravernossa, = o MN-bubil DR

i

1
saja habitualments
c 1

i
formulado para administrac8c orsl, no  temos

-ty m
o

qualsquer restricfes nas suas  vias de adwinistracfs ou ormdlam—

B

[T
L,

Aesin, forsulacBes aplicéveis inclusm sz aproprisdas
=3

para administracis oral, » al, nasal, topica {incluindn bucal

il

sublingual 1,  vaginal  ou parentdrica  (incluinds subcutines

intramuscular, intravenosa o intradérmical. 8s formulacBes podemn
convenisntemente ser apresentadas sob uma forms  de unidade  de
dosagen,  por exemplo, comprimicdos 2 cépsulas de  liberbacio
prolongadsa, & podem ser  preparados  por gusisouer  métodos  bem

> ]

conhecidos na t8cnica farmarsSutica.

Egses métodos inclusm o passo de  levar AF

DHI & associarem—ss com o veiculd Sue constibui wm oy mais

ingredientes acessdrios. Em gseral, as formulacfes sfo  presaradas

aszociands uniformemente 2 intimements o5 ingredisntss activos

com veicuwlos liguidos ou veiculos sdlidos finamente divididos ou
ambos, = entfo se necessirin soldands o procduts.

iy

Az formulac8es oo presente invents apropriadaz g

g1
b1l

administracio oral podem snconbra-ss  presentes  como unidades
cescontinuas tais como cépsulas, pilulas ou comprimidos  contends

cada wm  deles wma Suantidade prédeterminada do ingrediente
chi

vy codml e PO o grénulos) comd uma solurdo ou umas suspensio

l“i



num liguido aquoso ou num liguido nSo agquosol ou comc Lma andlsdo
ligquida Olec—em—Sgua oo uma emulsfs liquids Aogua-em—-oles bal ocomo

um bolus, sto,

Um comprimido pode ser feito por prensagem ou moldagem,
facultativamente com wm oW mais  ingredientes acessdrios. s
comprinidos prensados  poden ser preparados por  PrensSsgem Numa
maquina apropriada dos ingredientss activos sob uma forma fluindo
Livraemente tal como um P8 ouw grénulos, facultativamente mistura—
dos com um agente  de ligacdo, lubrificante, diluenbs
presarvative, agente tensio activo ouw agente de dispersSc. Os
comprimidos moldados podem ser feitos por moldagem nums  maouina
apropriads de uma mistura do  composto em pS humidificado com  um
diluente liguids  inerte. Os  comprimidos podem faculbabivamenbs
sar revestidos o marcados com riscos & podem ser formulados  oe
modn & proporcionares libertacs  lenta ou controlada dos ingra-

disntes activos neles conticdos,

Formulacles apropriadss para agministrac8o topica
incluem pastilhas compresndends os ingredisntes numa base STME~
tizada, usualmente sucrose e schcia ou  trasacanto) pastilhazs

compresndends os ingredientes activos numa base i
galatinag & glicerina, ou sucrose & achcisa! e locles para a  boos
comprasndands 05 ingredientes & ser administrados num o veiculo

Tiguids apropriacds

Formulacfes apropriadas para administracfo topica &
pale podem ser  apresentadas sob & forms o unguentos,  oranmes,
H

£, pastas, s pensos bransdérmicos compresndends oz ingredisn—

Bl

tes a ser adminisirados um veiculo farmacSubicaments acsitavel .

n



Formulacfes para administracdo rectal podem ser apra—
sentadas sob & forma de um supositorics com uma bass apropriacds
coppraandsndn, por exemels, manteigs e cacau 0w oum salicilato

Formulacles apropriades para adminisiracdo oral em ous
moveicsuls & um sdlido inclusm um 2O grosssivo bendo um bamanho
particular, poy exsmplo, variands entre 20 @ BOO microns o qusl &
sdministrado do modo pelo gual & aspirac8o pelo nariz & feita,
isto &, por répide inalac8o tarvés di passa
tm recipisnte do 20 mantido auito perio
aProprisdss em gue o veiculo & wm liguiche,
conen por sxemplo, um Spray nasal ou cono
solucfes aoussas od oleosas dos ingredientes ackivos

Formulac8Ses apropriadas para administrac8o sginal
podenm ser apresentadas  comd pessérios,  tanedes, cremes, gsles,
pastas, sspumas ou formulac8es para spray contends para além  dos
ingredientes activos veicuwlos gue sejam conmsiderados  spropriados

nesta bdcnica.

Formulacfes apropriadas para administrac8s  parentérica
incluen solucBes para injeccdo sstérels agunsas & ndn agunsas gus
povdem comber anti-oxidentes, tampdes, agenites bactericostiticos =2
solutos que tornem a foraulac8s  isoidnica com o sangus do reci-
Friente plansado; & suspensdes ssidrsis AOUOSAE = NED ASUDERE  OUS
ponden incluir agentes de suspensEc e agenbes de sspessamends. 45
formuliacfes poden ssr apresentadas em reciplientss com ums cdoss ou
com mtltiplas doses por sxanpls, ampolas 2 frascoos selados, =
poadem ss8r armazenadas nums condicfo ssca por congelac8o (liofili-
zadasy requarends apenas & adicdo de veicuwlo liguido sstéril, por
exgmelo dgus pars injeccfes, imsdiatamente antes da wiilizacds
Solucdes & suspensdes para injeccdo  extsmpordnea podemn  ser



o

— o a-

preparadas a partir de pds estéreis, grénulios & comprimidos oo

Lipo préviaments descrito,

Formulacfes de unidade de dosagem preferidas sdo as ous
contdn uma dose ouw unidade didvia, uma sub-doses disria, tal  como
fol agui anteriormente refericdo, ou uma sus FraccSo apropriacds,

divs ingredientes administrados.

Deve ser  tomacds em consideraclio ques pars  alén  dos

ingredisntes particularmente mancionados anteriormente as  formu—
aosnies convencionsis

lagfies deste invento podem  incluir oubros

Pead

na bBonica  tomands e congideracHos oo i de forsulacio o=m

Auepstio, por exemplo, as apropriadas  para administrac®o  oral

poden incluir agentss de aromatizac8o.

Dozagens apropriadas para o components AFT da  combina-—

cén deste invento no tratamento da SIDA ou ARC podem varizar snbes
cErom o z

BO omgddiz = cerca de 1,2 g/dia. Uma variacls mais
praferida val de cere ia a cerca de 1,000 mo/dia. Una
variacio ainds mais preferida val de cercas de 300 mgldia & rcercs

de SO0 mgidia,

Dogiagens apropriadas para o conponents N-butil DMT da
combinagdn deste nto tratamants da SIDA  ow de ARC  poden
variar entre cerca de 1 me/kg/dia & cercs de 500 molkoldia.  Uma

variacin preferida val de cerca de 8 mglbofdia a rcerca de
mafkadfdia. Una variac8o mais preferida vai

dia a cerca de 130 mglkg/dia. Uma variac8o ainda mais preferids
val de cerca ode 25 mefkeldia & cerca de 100 moskaoldia.

Fara = obitsr o8 beneficios oo presente  invenbks,

pensa-se o formuls icas apropriades contends AST =

- M
¥
1]
5]
2
i
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e
I
s
st

&
MN-butil DNT deven se pracaradas Jde mods & gue a relac8ic antre



estes dois  ingreadientes varie enitre cercs  ds
10100 mol

1]
i

1 c
s de AZTiN-buwtil DMI. Mais preferids & uma relzc8o

o
i

L
]

@ i
carca de 1180 a cerca de 1150, A mais preferida & uma velac8o
cerca de 1170 moles entre &7 & N-buwtil DRT.

Az concentrasies Jde N-butil DRI & AZT regusridas para
o complets da replicacSo oo HIV-1, como  agent
simples & em combinacldo, variam e=m cada experi ]
input do indculo de  vivws, oo tipo de cdluls bests
sensibilidade do snsaio replicative ode HIV-1 usads, ta
sperar  en snssios  bioldgicos.  Contuds,  foran demonstrados

facilmente =foitos singrgicn

!."i

enbre M-buabil DNT (2 45,8 uM: & AST

Embors o dados indicados nos exemplos tenham coms base

as duas formas sespecificas ode ATD = N-butil ORI, deve ssr Lons

{4
gn consideracdo gue gualauer sal de AFT farmacéuticamente areitdi-
1

e ;
vl o & amina livree o sal farmacSubticaments acsibave
Nebigt il DMJ podem ser wiilizados na preparacds ou administracss

da combinaclo do pressnte invento.

Aldm disso, smbora &% composicfes farmacfubicas oo
Frasents invento compraendamn ambos os AFT & Nebubil ONT na  mosma
forns o dosagem, deve ser tomads em considerscdo gus &0 praticar
o mdtodo do invento apressntads, s AST & o N-buwtil DMI podem  ser
sgdministrados em formas de  dosagem Jdistintas sepsradas sm dife-
rentes fampos, 2w formas  de  dosagem distintas  separadas, nas

sesecialnents simngltineaments, oW en conjunts Ne mesns  Conposi-



ReivindicacBes

i

~ M&todn de tratamento oo un deente infeolzds pop
HIV, caracterizado por comprsendsr a administraclo, de
cia oralmente ou intravenosamnenie, de uma combinaciio de 3 —arido-

- “Jd:Uﬁlthidiﬂﬁ g PNebubile desur nodivimicina, o Ssus  Bals

i

farmaceuticamenis arsitiveis, numa guanbtidade aus atindgs eficicia
gntivival & gqus proporcione um  nivel de dosagem  gus produr un
indice de combinacfs inferior a ow doual & 1, =m 9us & 3f-azido-

Fr-desoxitimidina & =& Nebgti l—desoxinodiirimicineg  poden @y

ot

as, separacdas, gusr  combi-

e
s

administradas gusr an dosagens distin

nadas sobh upa Torna de dosagem onicas.

SR, - Héuﬂdﬁ de acords com s reivivdicac8o 1, carasche-
¥
rizado por & 3 —arido—3 —~desoxitimiding ser adminis

in
t“l-

TEOE NUmME
)

guantidade variands  entre cerca de 50 mgfdia e rerca e 1,32
widia,

FE. - MEbodo de acordo com oa reivindicacsos 1, avacte—

3 E

C
pigads por a 3 eazido-d ~desowitimiding ser  administrads  nums

a1 OO0

i3
b
o
2
11
-
1
P
a3
£

guantidade variando entre cerca  de 3 -

it Tl B -

42, - Métods de acordo com 2 reivindicacEo 1, carscie—
rizads por & Blearido-3 ~desoxitimidins ser  adminisiracds  nums
guiantidads variands enbtre cerca ode 300 mafdis 2 cerca de SO0

malfdia.

B2, ~ Método de acords com & reivindicac8s 1, rcaracte—
rizads oy a  Ne-butil-desoxirmodirimicina ssr  administrada numa
masntidade variands entre cerca ode 1 oma/kgfdia & cerca de  BOO

mglkaldia,



£, - Método de acords com & reivindicac8o 1, raracte-—

i
rizads por & Nebuwtil-desoxinojirimicine ser  adminisirads  nums
quantidade variands entre  cerca ode 8 molkg/dia 2 cevea de 165
makaldia

F8, -~ FEtodo de acordo com s reivindicac8o 1, caracte—

i3

vizado por & Nebutil-desoxinojirimicing ser sdministrads  numa
guantidade variando snbre cercx  de S0 mglkgldia e rerrcs ode 130

mglfkgldia.

S8, - Métoddo de acords com oa reivindicacdSo 1, caracbae
rizmads por A MNebutil-desowinodirimicineg ser adninistracds  mums
auantidade variands sntre cerca  de 25 mo/ko/dia cerca de 100

mglkgiddia.

SE, - Método de acords com & reivindicar8o 1, cararte—
&
rizads por o relac8s molsr dse 3 o~ :1dnmJ ~desomitinidine  pars

M-butil-desoxinojirimicing admninistradas  variar snire coerca o

IMEG & revea o 10100

108, - Métods de scords com a reivindicac®s 1, caracte—

2 2
rizado por & relacsc molar de 3 ~azido~% —desoxitimidineg pars
M-butil—-desoxinsjirimicinag administradas variar entre cerca Oe

1180 & 1180,

1ig. - Método de scords com & reivindicac®s 1, caracte—
rizado oy & relat8io molar de 3 —azido-d —desoxitimidinag  para

N-butil~desoxinoiirinicing ser de cerca o 1:70.

28— Método de tratamento de um dosnte infechads oo

HIV, caracterizads por compresmnder s adpinistrac8o, de  srefersn-

cia oralmenie ou intravenosaments, de uma combinac8o de 3 —azido-
1
=% —demowitimicing & N-bubtil-descwinodirimicineg de tal mods ous o



o ¥
doente receba cerca de B0 mgfdia a cevea de 1,3 gfdia de 3 -azi-
H
o= —desoxitiniding & cercs de 1 modkaldiz s cerca de 50O

malhg/dia de N-bubll-desoxinojirimicing, ow oo um sal farmaceibi-

camente acsitidvel de cada, & em gue & relacds molar de 3 —arido-
2

=3 =desoxitimidina para N-butil-desoxinojivimicina wvaris entre
cercam e 1! cerca de 11300, 2w ogus 5 B -azido-3 -desoxitimi-

dinag & & N-butil-desoxinojirimicing podem ser adpinistradasz TRESS
i

3
emn dosaosns distintas, ssparadas,  guer combinadas sob uma  forma

e dosaoen omics.

128, - Processo para & preparvac8co de ums  composicio

farmacdutica, de preferéncia para adninistracds oral ouw  intrave—
vnsa, caracterizado por se  incluir na referids
E s

c
combinac8o de ¥ —azido-3 —desoxitimiding e  Ne-butil-ceso

oREosi oo umas

mnjipie

0
o

2

micina, ou seus sais farmacBubicamente acsitdveis, numa guantida—
de que atinjs eficécia antiviral & gue proporcions um nivel  de
dosagen qus produs um indice de combinac8o inferior & ou igual &
1.

148, -~ Frocesss pars & preparac8s  de oums conposicSo

t &

farmacdubica de acordo com & reivindicac8n 13, caracterizads  pop
a ralacfo molar de 2 —azicdo-3 —~desoxitimidina para  fN-butbtil-—deso—

inojivimicing na referids composicSo variz entre ceres de 1:BD &

cavroa e 1100,

1882, -~ PFrocessc para a ereparacdo  de ume  composic®o

5
i

molar variar entre cerca de 1189 & cerca oe 108

3
~3
i
Jood
331

farmacdutica de acords com a reivindicac®o 14, caracterizads  por
&



188,
farmacdutica de

a ralacs molar

-  Processo para & preparacin  de oums
acovds com a relvindicscds 14, carect

sar e cerca ode 1170
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