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RESUMO

"CICLOSPORINA NAO IMUNOSSUPRESSORA PARA O TRATAMENTO DE

DISTROFIA MUSCULAR"

A presente invencdo refere-se a utilizacdo de um
derivado de ciclosporina A ndo 1imunossupressor para pre-
vencdo ou reducdo de degeneracdo muscular num sujeito

sofrendo de Distrofia Muscular das Cinturas.
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DESCRICAO

"CICLOSPORINA NAO IMUNOSSUPRESSORA PARA O TRATAMENTO DE

DISTROFIA MUSCULAR"

A presente invencdo refere-se a utilizacdo de um
derivado de ciclosporina A ndo imunossupressor para reducédo
da inducdo de necrose das fibras musculares e degeneracéo
das fibras musculares num sujeito diagnosticado com
Distrofia Muscular das Cinturas (LGMD), em particular

sarcoglicanopatia.

As distrofias musculares (DM) compreendem um
grupo diverso de disturbios hereditédrios que afetam
grandemente o tecido muscular estriado resultando em
fraqueza e perda muscular progressiva, € em muitos casos,
morte prematura. Muitas mutacdes caracterizadas gque estédo
causalmente ligadas a DM em humanos estdo associadas a
alteracdes em proteinas estruturais de ligacdo que afixam
as proteinas contracteis subjacentes a lamina Dbasal,
proporcionando rigidez a membrana celular dos musculos
esqueléticos (sarcolema), ou em proteinas que estabilizam
diretamente ou reparam a membrana celular, tal como e.g.

sarcoglicano ou distrofina.

As mutacdes herdadas nos genes do sarcoglicano,

genes de alfa, beta, gama e delta-sarcoglicano) causam uma
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doenca do musculo esquelético com sindromas heterogéneas,
LGMD e um subgrupo destas, as sarcoglicanopatias. As
sindromas ou fendétipos das sarcoglicanopatias dependem de
que gene de sarcoglicano estd mutado e do tipo de mutacdes
genéticas (variante alélica), e mostram gquatro formas de
disturbios especificos: LGMD tipos 2C, 2D, 2E e 2F
(mutacoes de genes de gama, alfa, beta e delta-
sarcoglicano, respetivamente), que representam 25% de todos
os casos de LGMD diagnosticados. Em particular, as
diferentes mutacdes observadas especificamente no gene do
delta-sarcoglicano resultam no disturbio grave de LGMD tipo
2F ou LGMD2F (Online Mendelian Inheritance in Man [OMIM]
#601287, mutacdes genéticas: [OMIM] 601411. Emery et al.,

The Lancet, 2002, 359: 687-695).

Os diferentes tipos de LGMD sdo caraterizados por
fraqueza e perda progressiva com atrofia envolvendo
predominantemente os musculos dos bracos e pernas proximais
ao ombro e anca, respetivamente. O0Os fendtipos da doenca
assemelham-se aos das sindromas de distrofia muscular grave
semelhante a Duchenne ou semelhante a Becker. No entanto,
estas Ultimas doencas envolvem diferentes mecanismos
moleculares e distlrbios genéticos. Antes dos diagndsticos
moleculares de LGMD estarem disponiveis, o0s pacientes de
LGMD eram frequentemente diagnosticados como sofrendo de
distrofia muscular de Duchenne. O inicio da doenca varia da
infédncia até a idade adulta com formas clinicas suaves a
graves. Até 25% dos pacientes apresentam formas graves da

doenca, desenvolvendo lordose lombar acentuada, contraturas
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dos tenddes de Aquiles, hipertrofia muscular, cardiomio-
patia e defeitos de conducgdo cardiaca. Hipertrofia dos
gémeos ou da lingua, seletividade do envolvimento muscular
e complicacdes cardiacas em estéddio tardio estdo associadas
mais ou menos especificamente a cada uma das diferentes
formas (Danieéle et al., Int. J. Biochem. Cell Biol., 2007;
39: 1608-1624). A fragueza progressiva leva a doenca
pulmonar restritiva e hipoventilacdo exigindo assisténcia
ventilatéria. Em geral, as taxas de morbidez e mortalidade
variam. Com inicio precoce, a progressdo da doenca para
morte é tipicamente muito répida. A morte é frequentemente

uma consequéncia de complicacdes respiratdrias.

Até a data, nédo estd disponivel qgualgquer trata-
mento especifico para pacientes sofrendo de qualquer uma
das sindromas de LGMD. O cuidado de apoio agressivo, e.g.,
ortopedia, cirurgia e terapia fisica para preservacdo da
funcdo muscular, maximiza a capacidade funcional e prolonga
a esperanca de vida. Estas medidas, no entanto, ndo podem
impedir a degeneracdo das fibras musculares e a eventual

ocorréncia de complicacdes respiratdrias.

Com o desenvolvimento de modelos animais sem
genes especificos envolvidos na distrofia muscular, veri-
ficou-se uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares
subjacentes as sarcoglicanopatias. Recentemente, mostrou-se
que células musculares de ratinhos sem delta-sarcoglicano
(ratinhos scgd-/-) devido a inativacdo dirigida do gene do

delta-sarcoglicano (scgd) tém uma propensdo para aumento do
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influxo de célcio celular. Supde-se que a perda de
componentes do complexo distrofina-glicoproteina (DGC), tal
como o complexo da distrofina ou sarcoglicano resulta numa
alteracdo fundamental nas propriedades fisicas da membrana
das células musculares e no aumento da permeabilidade e
vazamento do sarcolema. A ativacdo de canais de influxo de
cédlcio nao regulados causada pela instabilidade e
fragilidade da membrana pode iniciar doenca distrdéfica nos
misculos esqueléticos levando a degeneracdo das fibras

musculares e inducdo de necrose das fibras musculares.

Parsons et al. (J. Biol. Chem., 2007, 282: 10068-
10078) mostraram gque a inibicdo da atividade da proteina
serina/treonina-fosfatase-calcineurina ativada por cal-
cio/calmodulina (calcineurina) através de delecdo genética
diminuiu a degeneracdo e inflamacdo do musculo esquelético
e da fibras musculares em ratinhos scgd-/-, e foi
citoprotetora. Melhorias andlogas da doenca apds inibicédo
da atividade da calcineurina nédo foram observadas em
ratinhos sem o gene mdx (mutacdo do gene da distrofina),
utilizados como modelo para distrofia muscular de Duchenne,
embora tenha sido observado aumento do influxo de cédlcio em
ambos o0s modelos de distrofia muscular. De facto, um
transgene ativado para calcineurina protegeu ratinhos mdx
(Chakkalakal et al., Hum. Mol. Genet., 2004, 13: 379-399;
Stupka et al. Acta Neuropathol., 2004, 107: 299-310, mas
ver De Luca et al., Am. J. Pathol., 2005, 166: 477-489).
Parsons et al. identificaram calcineurina como um potencial

alvo para produtos terapéuticos para LGMD. Com Dbase nas
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suas observacdes, Parsons et al. sugeriram que a inibicéo
da atividade de <calcineurina pode ©proporcionar algum
beneficio em tipos selecionados de doenca muscular, tais
como distrofia muscular das cinturas e gque, portanto, a

ciclosporina A (CsA) podia ser potencialmente benéfica.

Os mecanismos efetores que causam degeneracédo
progressiva das fibras musculares induzida por permea-
bilidade alterada da membrana em LGMD ndo estdo bem
compreendidos e sdo sujeitos de investigacdes ativas que
podem proporcionar uma base para o eventual desenvolvimento
de novas estratégias de tratamento baseadas nos mecanismos
para pacientes sofrendo deste distirbio. Neste momento, no
entanto, ndo existe nenhum método eficaz disponivel para o
tratamento de pacientes sofrendo de LGMD. Assim, existe a
necessidade de novas abordagens terapéuticas tais como as

descritas aqui.

O objetivo da presente invencdo é proporcionar ao
clinico uma terapia ©para o tratamento da inducdo e
progressdo da necrose das fibras musculares e degeneracdo
muscular num paciente sofrendo de LGMD e, em particular, de
uma sarcoglicanopatia, e mais particularmente de LGMD tipo
2F. Esta terapia deve proteger contra necrose distréfica
dos musculos esqueléticos e também do musculo cardiaco e do

diafragma, e deveréd atrasar a progressdo da doenca.

Os presentes inventores verificaram surpreenden-

temente gque a administracdo de um derivado de ciclosporina
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A (CsA) ndo imunossupressor, que ndo inibe a calcineurina,
a um sujeito sofrendo de distlrbios diagnosticados como
LGMD, e, em particular, de sarcoglicanopatia, e mais
particularmente de LGMD tipo 2F, ¢é uma terapia eficaz.
Observaram gque a administracdo do derivado de CsA né&o
imunossupressor [D-MeAla]3-[EtVal]?-CsA reduz a patologia
muscular de um sujeito diagnosticado com necrose das fibras
musculares, em particular com LGMD, e, mais particular-
mente, com LGMD tipo 2F, e a degeneracdo e progressido da
doenca, bem como normaliza a distribuicdo da &rea das
fibras musculares, reduzindo a sensibilidade das mitocdn-

drias a sobrecarga de célcio latente.

Um individuo pode ser um humano ou um mamifero,
tal como, e.g., um ratinho que apresente um fendtipo de
distrofia muscular devido a delecdo de um gene ou a néao

expressdo de um gene responsavel pelo fendtipo da doenca.

Portanto, a presente invencdo refere-se a um
undecapéptido ciclico com a seguinte férmula:
1 2 3 4 58 8 ¥ &8 8 1 M

em que
W & MeBmt;
X & odbu;
R & (D)-MeAla;
Y é N-etilvVal (EtVal);

Zz & Val;
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Q é Meleu;
T; &€ (D)Ala;
T, & MeLeu; e
T3 é MeLeu
para utilizacdo em tratamento de Distrofia Muscular das

Cinturas.

O derivado de CsA ndo imunossupressor adequado
para utilizacdo com a presente invencdo foi também descrito
no Pedido Internacional de Patente WO 2005/021028 por
Novartis AG, nas péaginas 3-6. [D-MeAlal3®-[EtVal]“4-CsA foi
divulgado por Wenger et al. no Pedido Internacional de
Patente WO 00/01715. A [D-MeAla]3-[EtVal]4-CsA de fdérmula

IIT foi atribuido o Numero de Registo CAS 254435-95-5,.

O derivado de CsA ndo 1munossupressor para
utilizacdo na presente invencdo é um undecapéptido ciclico
descrito pela seguinte férmula:

102 3 4 5 & F 8 8 1w N

em que

W é& MeBmt;

X & oAbu;

R é& (D)-MeAla;

Y é N-etilval (EtVal);
Z é Val;

Q é Meleu;

T: ¢ (D)Ala;
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T, é Meleu ; e

Tz é Meleu,

e qguando MeBmt ¢é N-metil-(4R)-4-but-2E-en-1-il-4-metil-
(L)treonina, oAbu é &acido L-a-aminobutirico, D-MeAla é N-
metil-D-alanina, EtVal é N-etil-L-valina, Val ¢ L-valina,
Meleu ¢ N-metil-L-leucina, Ala ¢ L-alanina, (D)Ala ¢& D-
alanina, e MeVal é N-metil-L-valina. A numeracao
convencional das posic®es de aminodcidos geralmente
utilizada com referéncia a Ciclosporina A é mostrada abaixo
da férmula. Os nomes compostos sdo wutilizados para
derivados de CsA, o0s nomes compostos compreendendo uma
primeira parte indicando a identidade dos residuos que sé&o
diferentes dos da ciclosporina A e proporcionando a sua
posicdo, e uma segunda parte marcada "CsA" indicando que
todos o0s outros residuos sdo idénticos aos da Ciclosporina
A. Por exemplo, [MeIlel]4-CsA ¢ uma ciclosporina que ¢&
idéntica a ciclosporina A exceto que Meleu na posicdo 4 ¢é

substituido por MelIle (N-metil-L-isoleucina).

Noutra forma de realizacdo, a invencdo refere-se
a um derivado de CsA ndo 1imunossupressor [D-MeAla]3-
[EtVal]?-CsA de fdérmula III, para utilizacdo em tratamento
de LGMD, e, em particular, de sarcoglicanopatia, e mais

particularmente de LGMD tipo 2F.

Noutra forma de realizacdo, a invencdo refere-se
a um undecapéptido ciclico de acordo com a reivindicacédo 1
para utilizacdo num método para prevencdo ou reducdo da

degeneracdo muscular num sujeito sofrendo de LGMD, e, em
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particular, de sarcoglicanopatia, e mais particularmente de
LGMD tipo 2F, compreendendo a administracdo ao sujeito de
uma quantidade eficaz de um derivado de CsA né&o
imunossupressor [D-MeAla]3-[EtVal]“4-CsA de férmula III. Uma
quantidade eficaz de um derivado de ciclosporina A né&o
imunossupressor é entendida como sendo uma gquantidade que
quando administrada repetidamente no decurso de um regime
terapéutico a um sujeito sofrendo de LGMD, e, em
particular, de sarcoglicanopatia, e mais particularmente de
LGMD tipo 2F, resulta numa resposta clinica objetiva tal
como uma melhoria, estabilizacdo ou abrandamento da
progressdo da doenca. Quando administrada oralmente, uma
quantidade eficaz para administracdo diédria ou trés vezes
por semana estard entre cerca de 1 mg/kg (peso corporal) e
cerca de 100 mg/kg, de preferéncia de cerca de 1 mg/kg a
cerca de 20 mg/kg. Através da via intravenosa, a dosagem
correspondente indicada pode ser de cerca de 1 mg/kg a
cerca de 50 mg/kg, de preferéncia de cerca de 1 mg/kg a

cerca de 25 mg/kg.

Além disso, a invencdo refere-se a uma composicédo
farmacéutica para utilizacdo em prevencdo ou reducdo de
degeneracdo muscular num sujeito sofrendo de LGMD, e, em
particular, de sarcoglicanopatia, e mais particularmente de
LGMD tipo 2F, compreendendo uma quantidade eficaz de um
derivado de CsA ndo imunossupressor [D-MeAlal3-[EtVal]“-CsA
de férmula I1T, um transportador farmaceuticamente
aceitavel e, opcionalmente, um excipiente e um diluente. O

diluente é tipicamente agua. Excipientes que s&o
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tipicamente adicionados a formulacdes parentéricas incluem
um agente isotdénico, um tampdo ou outro agente de controlo
do pH, e um conservante. As composicdes podem compreender
outros ingredientes ativos tais como um antibidético, um
glucocorticoide, um corticosteroide tal como, e.g.,

prednisona.

A presente invencdo serd explicada mais abaixo

com a ajuda dos seguintes desenhos.

A Fig. 1l(a) representa o inchac¢o limiar, medido

como absorvdncia a 540 nm, das mitocdndrias do musculo

esquelético, de ratinhos de tipo selvagem (Wt) (barra
branca) e ratinhos scgd-/- (barra negra) com 6 semanas de
idade. As mitocdbndrias do grupo do musculo plantar,

quadricepes e tibial anterior foram combinadas. Tal como
indicado pela medicdo da absorvancia inferior, as
mitocéndrias de ratinhos scgd-/- estavam mais inchadas no

limiar que as mitocdndrias dos ratinhos WT.

A Fig 1(b) representa alteracdes no inchaco das
mitocdndrias apds 10 minutos de tratamento com calcio
(Ca?*) ou PEG-3350 (PEG) medidas como diferencas de
absorvancia a 540 nm entre mitocdndrias ndo tratadas e
tratadas de ratinhos de tipo selvagem (Wt) (barra branca) e
ratinhos scgd-/- (barra negra) com 6 semanas de idade. As
mitocdndrias do grupo do musculo plantar, gquadricepes, e

tibial anterior foram combinadas.
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A Fig. 2(a) representa a reducdo da patologia

muscular apds a administracdo de D-[MeAla]®*-[EtVal]4-CsA em

ratinhos scgd-/- . As razdes do peso muscular (PM) para o
comprimento da tibia (CT) (PM/CT) foram medidas no misculo
gastrocnémio (Gastroc.), quadricepes (Quad.), tibial

anterior (TA), e cardiaco de ratinhos de tipo selvagem (Wt)
tratados com veiculo (barra branca) ou D-[MeAla]®-[EtVall]“-
CsA (barra negra) ou de ratinhos scgd-/- tratados com
veiculo (barra cinzenta ou segunda a ultima barra no grupo)
ou D-[MeAlal]3®-[EtVal]“4-CsA (barra ponteada ou ultima barra
do grupo). D-[MeAlal®*-[EtVal]?-CsA impede um aumento no
peso muscular em ratinhos Scgd-/-, aumento esse que esté

associado a doenca.

A Fig. 2(b) representa a reducdo da patologia
muscular apds administracdo de D-[MeAlal?-[EtVal]4-CsA em
ratinhos Scgd-/- observada em secdes representativas
coradas com hematoxilina e eosina de quadricepes de
ratinhos de tipo selvagem (Wt) e ratinhos scgd-/- tratados
com D-[MeAlal3-[EtVal]4-CsA. Sdo também mostrados os

controlos de veiculo correspondentes.

A Fig. 2(c) representa a reducdo de patologia
muscular apds administracdo de D-[MeAlal3-[EtVal]4-CsA em
ratinhos scgd-/- tal como avaliado através da quantificacdo
de A4reas fibrdéticas em secgdes coradas com tricroma do
diafragma (Diaf.), tibial anterior (TA), gastrocnémio
(Gastroc.), quadricepes (Quad). Foram avaliadas seccgdes de

ratinhos de tipo selvagem (Wt) tratados com veiculo (barra
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branca) ou D-[MeAla]l3®-[EtVal]“-CsA (barra negra) e de
ratinhos scgd-/- tratados com veiculo (barra cinzenta ou
segunda a Ultima barra no grupo) ou D-[MeAla]3-[EtVal]4-CsA
(barra ponteada ou UuUltima barra do grupo). D-[MeAlal]3-

[EtVal]4-CsA reduziu a fibrose em ratinhos scgd-/-.

A Fig. 3(a) representa a reducdo da hetero-
geneidade da 4rea das fibras no misculo de ratinhos scgd-/-
apdés a administracdo de D-[MeAla]3*-[EtVal]4-CsA tal como
avaliado através da quantificacdo da distribuicdo das &reas
das fibras no tibial anterior (musculo). O estudo incluiu
ratinhos de tipo selvagem (Wt) tratados com veiculo (barra
branca) ou D-[MeAlal]3-[EtVal]l*-CsA (barra negra) e ratinhos
scgd-/- tratados com veiculo (barra cinzenta ou segunda a
ultima barra no grupo) ou D-[MeAla]®*-[EtVal]l4-CsA (barra
ponteada ou Ultima barra do grupo). ("<" significa
"inferior a", ">" significa "superior a"). O tratamento com
D-[MeAla]?*-[EtVal]4-CsA normalizou a heterogeneidade da

drea das fibras em ratinhos scgd-/-.

A Fig. 3(b) representa a reducdo da
heterogeneidade da &area das fibras no misculo de ratinhos
scgd-/- apds a administracdo de D-[MeAla]3-[EtVal]l*-CsA tal
como avaliado através da quantificacdo da distribuicdo das
dreas das fibras no gastrocnémio. Foram incluidos no estudo
ratinhos de tipo selvagem (Wt) tratados com veiculo (barra
branca) ou D-[MeAlal]3-[EtVal]l*-CsA (barra negra) e ratinhos
scgd-/- tratados com veiculo (barra cinzenta ou segunda a

tltima barra no grupo) ou D-[MeAlal]3-[EtVall]l*-CsA (barra
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ponteada ou Ultima barra do grupo). ("<" significa
"inferior a", ">" significa "superior a"). O tratamento com
D-[MeAlal]3-[EtVal]*-CsA normalizou a heterogeneidade da

drea das fibras em ratinhos scgd-/-.

A Fig. 3(c) representa a reducdo da heteroge-
neidade da &4rea das fibras no musculo de ratinhos scgd-/-
apbds a administracdo de D-[MeAla]3-[EtVall*-CsA tal como
avaliado através da quantificacdo da distribuicdo das éareas
das fibras no musculo quadricepes. As medic¢des foram
realizadas em ratinhos de tipo selvagem (Wt) tratados com
veiculo (barra branca) ou D-[MeAla]l3-[EtVal]l4-CsA (barra
negra) e ratinhos scgd-/- tratados com veiculo (barra
cinzenta ou segunda a ultima barra no grupo) ou D-[MeAla]3-
[EtVal]?-CsA (barra ponteada ou ultima barra do grupo).
("<" significa "inferior a", ">" significa "superior a"). O
tratamento com D-[MeAla]>-[EtVal]“-CsA normalizou a

heterogeneidade da area das fibras em ratinhos scgd-/-.

Se a concentracdo aumentada de célcio serve como
um iniciador da LGMD através da necrose de fibras
musculares, varios fatores dependentes do calcio a jusante
podem estar potencialmente implicados como fatores causais.
Por exemplo, o céalcio aumentado pode levar a necrose dos
miotubos através da ativacdo da protease calpaina ativada
por calcio, uma ©proteina de sinalizacdo criticamente
envolvida na regeneracdo do muasculo esguelético apds leséo

e na diferenciacdo de células do musculo esquelético.
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Parsons et al. (2007) mostraram num modelo de
ratinho de LGMD que a inibicdo da atividade da proteina
serina/treonina-fosfatase-calcineurina ativada com
cédlcio/calmodulina (calcineurina) através de delecdo
genética diminuiu a degeneracdo e inflamacdo do musculo
esquelético e das fibras musculares, 1i.e., melhorou a
patologia do muisculo esquelético. Este ndo foi o caso num
modelo de ratinho de Duchenne em que a inibicdo da
calcineurina por CsA foi deletéria para a patologia
muscular (Stupka et al., Acta Neuropathol., 2004, 107: 299-
310). Esta discrepdncia nas consequéncias da inibicdo da
atividade da calcineurina em diferentes distrofias carac-
terizadas por elevadas concentracdes de cédlcio nas células
musculares ¢é presumivelmente devida as suas respetivas
diferentes delecdes genéticas envolvendo e afetando
diferentes alteracdes da membrana da célula muscular e

diferentes vias de sinalizacédo.

Outro mecanismo importante que leva a necrose
celular é a sobrecarga de cédlcio mitocondrial, que secunda-
riamente aumenta a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e promove ainda a MPT (Transicdo da Permeabilidade
Mitocondrial). O aumento do célcio subsarcolemal pode
também promover um aumento local nas espécies reativas de
oxigénio (ROS), levando a maiores defeitos na membrana
celular e entrada adicional de célcio, promovendo ainda

mals necrose celular e/ou apoptose.

Foram realizadas experiéncias para testar experi-
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mentalmente a existéncia de um nexo de causalidade entre a
falta do gene scgd, a degeneracdo progressiva das fibras
musculares e a necrose celular e/ou apoptose induzidas por

disfuncdo mitocondrial.

Para avaliar se a disfuncdo mitocondrial induzida
por calcio pode iniciar e conduzir a degeneracéo
progressiva das fibras musculares associada a LGMD, os
presentes 1inventores compararam mitocdndrias 1isoladas a
partir de musculo esquelético distrdéfico de ratinhos scgd-
/- e de ratinhos de tipo selvagem. As mitocdndrias isoladas
através de homogeneizacdo num tampdo contendo sacarose
(sacarose 250 mM, Tris 10 mM (pH 7,4), EDTA 1 mM) a partir
do grupo muscular plantar, quadricepes, e tibial anterior
foram suspensas apds lavagens e centrifugacdo num tampdo
isoténico (KC1 120 mM, Tris 10 mM (pH 7,4), KH2POsz 5 mM) e
testadas num ensaio de inchaco. Este ensaio consistiu na
incubacdo de mitocdndrias isoladas com CaCl, 200 uM
(inchaco) ou PEG-3350 a 5% (p/v) (encolhimento). O inchaco
produz uma reducdo e o encolhimento um aumento na
absorvéncia a 540 nm. Os resultados sdo apresentados como
médias * SEM (erro padrdo das médias) (Fig. 1(a) e Fig.
1(b)). Foi utilizado um teste t de Student de duas amos-
tras, e os valores foram apenas considerados significativos

quando p <0,05.

As mitocbdndrias isoladas a partir de muasculo
esquelético de ratinhos scgd-/- estavam inchadas no limiar

em comparacdo com as dos ratinhos de tipo selvagem. Foram
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também refratdrias a inchaco adicional através de célcio
aplicado exogenamente e ndo mostraram uma inversdo do
inchaco no limiar (Fig. 1(a) e Fig. 1(b)). Esta
insensibilidade das mitocdédndrias de ratinhos scgd-/- a
cdlcio adicional indicou gue elas estavam inchadas e
patoldbgicas, consistente com efeitos patoldgicos a jusante
tais como uma resposta de pseudo-hipertrofia no gastro-
cnémio e quadricepes as 6 semanas de idade, hipertrofia
essa que estd associada a inflamacdo de tecidos, uma
reducdo profunda nos pesos musculares com a idade em
comparacdo com oS8 ratinhos de tipo selvagem, um aumento
caracteristico na nucleacdo central de fibras musculares
indicando regeneracdo devido a degeneracdo em Curso
numerosos ciclos de degeneracdo/regeneracao, e uma
desestabilizacdo da membrana muscular danificada por

excesso de céalcio.

As verificac®es acima sugerem fortemente gque um
processo de MPT dependente de céalcio estd subjacente a
degeneracdo progressiva das fibras musculares associada a
LGMD, mesmo que a anomalia mitocondrial latente possa né&o
ser preditiva da gravidade da sindroma clinica. Em
principio, a cadeia patogénica de eventos a jusante da
lesdo genética pode ser interrompida por um férmaco
apropriado. Por exemplo, a perda de atividade da miostatina
pode melhorar LGMD em ratinhos scgd-/- através da reducdo
da fibrose e inducdo da regeneracdo muscular. Foi relatado
que a inibicdo da atividade da calcineurina produz efeitos

anadlogos. De acordo com as novas verificacbdes acima
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discutidas e as apresentadas nos Exemplos 1 e 2, a
modulacdo dos ciclos de degeneracdo/regeneracdo e a reducdo
da degeneracdo do musculo esquelético num modelo de ratinho
de LGMD pode ser alcancada através da normalizacdo da
funcdo mitocondrial. Estas verificacdes dos inventores
permitem um novo tratamento farmacoldgico dos pacientes
afetados por LGMD, tratamento esse que se dirige a funcéo
mitocondrial mas ndo a atividade da calcineurina e né&o

causa imunossupressdo.

Concordantemente, a presente invencdo refere-se a
utilizacdo do derivado de CsA ndo imunossupressor D-
[MeAla]3-[EtVal]“-CsA, para prevencéao ou reducéo de
degeneracdo muscular num sujeito sofrendo de LGMD. O
derivado de CsA ndo imunossupressor pode também ser
utilizado para normalizacdo da funcdo mitocondrial em
mitocdndrias preparadas a partir de biopsias musculares de
um sujeito sofrendo de LGMD. Uma verificacdo de tolerédncia
a sobrecarga de calcio em tais mitocdndrias servira como
indicador de que o tratamento do paciente com um derivado
de CsA n&do imunossupressor gerd eficaz na reducdo da

gravidade da doenca.

O composto ativo, i.e., o derivado de ciclos-
porina A ndo imunossupressor utilizado para tratamento de
pacientes sofrendo de LGMD, pode ser administrado através
de qualquer via convencional. Pode ser administrado
parentericamente, e.g., na forma de solugdes ou suspensdes

injetaveis, ou na forma de formulacgdes de depdsito
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injetdveis. De preferéncia, serd administrado por wvia oral
na forma de solucgdes ou suspensdes para beber, comprimidos
ou capsulas. Composicdes farmacéuticas para administracéo
oral compreendendo o derivado de ciclosporina A né&o
imunossupressor [D-MeAla]3-[EtVal]4-CsA sdo descritas nos
Exemplos. Tais composicdes farmacéuticas compreendem tipi-
camente o derivado de ciclosporina A ndo imunossupressor de
escolha e uma ou mais substéncias transportadoras farmaceu-
ticamente aceitéveis. Transportadores farmaceuticamente
aceitiveis sdo descritos, e.g., em Remington's
Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack Publishing Company,
Easton, PA (1990), que ¢é um texto de referéncia padréo
neste campo. Tipicamente, estas composicdes sdo concentra-
das e devem ser combinadas com um diluente apropriado,
e.g., agua, antes da administracdo. Composicdes farmacéuti-
cas para administracdo parentérica incluem também tipica-
mente um ou mais excipientes. Excipientes opcionais incluem
um agente isotdnico, um tampdo ou outro agente de controlo
do pH, e um conservante. Estes excipientes podem ser
adicionados para manutencdo da composicdo e para a obtencédo
de intervalos de pH (cerca de 6,5-7,5) e de osmolaridade

(cerca de 300 mOsm/L) preferidos.

Exemplos adicionais de formulacdes de ciclospori-
na para administracdo oral podem ser verificados nas Pat.
U.S. Nos. 5525590 e 5639724, e Ped. Pat. U.S. 2003/0104992.
Pela via oral, a dosagem indicada de um derivado de
ciclosporina A ndo imunossupressor para administracdo
didria a trés vezes por semana pode ser de cerca de 1 mg/kg

(peso corporal) a cerca de 100 mg/kg, de preferéncia de
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cerca de 1 mg/kg a cerca de 20 mg/kg. Pela via intravenosa,
a dose correspondente indicada pode ser de cerca de 1 mg/kg
a cerca de 50 mg/kg, de preferéncia de cerca de 1 mg/kg a
cerca de 25 mg/kg. Uma quantidade eficaz do derivado de
ciclosporina A ndo imunossupressor ¢ entendida como sendo
uma gquantidade gque quando administrada repetidamente no
decurso de um regime terapéutico a um paciente de LGMD
resulta numa resposta <clinica objetiva tal como uma
melhoria, estabilizacdo ou desaceleracdo na progressdo da
doenca. Tal resposta clinica pode ser avaliada, e.g.,
através de teste Quantitativo Isométrico da Forca (QIS). O
QIS permite a avaliacdo da forca muscular de forma objetiva
com o auxilio de equipamento de transducdo de pressdo e
registo. Alternativamente, a normalizacdo das taxas de
apoptose pode ser avaliada em biopsias musculares através
de métodos bioquimicos e imuno-histoquimicos conhecidos dos
peritos na técnica. Finalmente, podem ser utilizada
eletromiografia gque mostra um padrdo muscular em vez de um

neurogénico, que pode ser quantificado.

Numeroso fatores serdo tidos em consideracdo por
um clinico ao determinar doses de ensaio para testar a
eficadcia de uma composicdo farmacéutica da invencdo compre-
endendo o derivado de ciclosporina A ndo imunossupressor
[D-MeAla]3-[EtVal]4-CsA. Os principais entre estes sdo a
toxicidade e semivida do derivado de ciclosporina A né&o
imunossupressor. Fatores adicionais incluem o tamanho do
paciente, a idade do paciente, a condicdo geral do paciente
(incluindo ventilacdo mecénica, estddio clinico da doenca,

a gravidade dos sintomas), a presenca de outros farmacos no
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paciente, e semelhantes. Um curso de tratamento exigira
administracdo repetida de uma composicdo farmacéutica da
invencido. Tipicamente, uma dose adequada de farmaco seré
administrada cerca de uma vez por dia. Devido a natureza
genética da doenca, o tratamento pode ter de ser continuado
por um periodo prolongado de tempo, possivelmente durante

toda a vida do paciente.

Ndo ¢é conhecido presentemente nenhum tratamento
farmacolégico eficaz de LGMD. Os pacientes sdo suportados
por vacinacdo contra gripe e infecdo por pneumococos, e
qualgquer infecdo é tratada agressivamente com antibidticos.
Assim, composicdes farmacéuticas da presente invencdo podem
compreender um ou mais outros ingredientes ativos em adicéo
ao derivado de ciclosporina A ndo imunossupressor tal como,
por exemplo, um ou mais antibidéticos. O derivado de
ciclosporina A ndo imunossupressor e tal outro ingrediente
ativo podem ser administrados em conjunto, como parte da
mesma composicdo farmacéutica ou podem ser administrados
separadamente como parte de um regime de dosagem apropriado
concebido para obter os beneficios de todos os ingredientes
ativos. O regime de dosagem apropriado, a gquantidade de
cada dose administrada, e os intervalos especificos entre
doses de cada agente ativo dependerdo da combinacéo
especifica dos agentes ativos empregues, da condicdo do
paciente a tratar, e de outros fatores discutidos na seccédo
anterior. Tais ingredientes ativos adicionais seréo
geralmente administrados em quantidades iguais aquelas
pelas quais se sabe serem eficazes como agentes terapéu-

ticos individuais. As dosagens aprovadas pela FDA para tais
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agentes ativos que tenham recebido aprovacdo da FDA para

administracdo a humanos estdo publicamente disponiveis.

A invencdo é melhor explicada através dos seguin-
tes exemplos. Os exemplos sdo proporcionados para fins de
ilustracdo a um perito na técnica, e ndo se destinam a
limitar o A&mbito da invencdo tal como descrito nas
reivindicacgdes. Assim, a invencdo ndo deve ser entendida

como estando limitada aos exemplos proporcionados.

Exemplos:

Exemplo 1l: Estabilizacdo da lesdo induzida por calcio na

membrana muscular e redugcdo da progressdo da distrofia

muscular e patologia

Para estabilizar a lesdo induzida pelo célcio da
membrana muscular e reduzir a progressdo da doenca causada
por numerosos ciclos de degeneracdo/regeneracdo, ratinhos

scgd-/- foram tratados com D-[MeAla]3-[EtVal]4-CsA.

Os ratinhos Scgd-/- foram tratados através de
administracdo subcutédnea de D-[MeAla]?*-[EtVal]“*-CsA a uma
dose de 50 mg/kg/dia ou veiculo (formulacdo gque ndo contém
0 ingrediente ativo D-[MeAla]3-[EtVall]l?4-CsA), comecando as
4 semanas de idade e terminando as 10 semanas de idade.
Diferentes musculos dissecados, ou seja, 0 masculo
gastrocnémio, quadricepes, tibial anterior e cardiaco,
foram pesados e as razdes de peso muscular (PM) para

comprimento da tibia (CT) (PM/CT) foram determinadas. Os
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resultados na Fig. 2(a) e Fig. 2(c) sdo apresentados como
médias * SEM (erro padrdo das médias). Um ANOVA de uma via
foi utilizado para comparar médias entre 3 ou mais grupos
independentes. Um teste post hoc de Newman-Keuls foi
aplicado sempre que foram realizadas comparacdes multiplas
utilizando InStat 3.0 (software GraphPad de Science Inc.).

Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.

Em resposta aos numerosos ciclos de degenera-
cdo/regeneracdo, os ratinhos scgd-/- apresentaram inicial-
mente musculos esqueléticos hipertrdéficos tal como séo
observados em sujeitos sofrendo de LGMD. A administracdo de
D-[MeAla]3-[EtVal]4-CsA em ratinhos scgd-/- resultou numa
reducdo na patologia muscular observada como uma reducédo
das respostas de pseudo-hipertrofia em misculos
esqueléticos de ratinhos scgd-/- tratados (Fig. 2(a)). A
reducdo da hipertrofia muscular esquelética foi de cerca de
1,3 vezes no gastrocnémio (Gastroc.), quadricepes (Quad.) e
tibial anterior (TA) e de cerca de 1,2 vezes no musculo
cardiaco (Coracdo) de ratinhos scgd-/- tratados com D-
[MeAla]l3-[EtVal]*-CsA em comparacdo com animails tratados

com veiculo.

A patologia reduzida nos ratinhos scgd-/ -
tratados com D-[MeAla]®-[EtVal]“-CsA foi também observada
em léminas histoldégicas de quadricepes (Fig. 2(b)). A
melhoria na organizacéo das fibras musculares e
normalizacdo das distribuicdes das &reas das fibras foram
observadas em cortes histoldgicos de ratinhos scgd-/-

tratados com D-[MeAla]l3-[EtVal]“-CsA em relacéao aos
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ratinhos de tipo selvagem ou ratinhos scgd-/- tratados com

veiculo.

A fibrose percentual foi avaliada através da
média de um ensaio biogquimico que quantificou o teor de
hidroxiprolina (Parsons et al., Am. J. Pathol., 2006, 168:
1975-1985) no musculo do diafragma (Diaf.), tibial anterior
(TA), gastrocnémio (Gastroc.) e quadricepes (Quad.) de
ratinhos de tipo selvagem e scgd-/- tratados ou néo
tratados com D-[MeAlal]®-[EtVal]“4-CsA. O tratamento de
ratinhos Scgd-/- com D-[MeAla]®*-[EtVal]“-CsA reduziu a
fibrose nos diferentes musculos - em cerca de 1,5% a 3,5%

(Fig. 2 (c)) .

Exemplo 2: Normaliza¢do da distribuigdo de fibras pequenas

e grandes e redugdo dos ciclos de degeneragido/regeneragido

em muasculos esqueléticos de ratinhos scgd-/- apds

tratamento com D-[MeAla]3-[EtVal]“-CsA

O tratamento com D-[MeAla]®-[EtVal]4-CsA de
ratinhos scgd-/- normalizou parcialmente as distribuicdes
das &reas das fibras nos misculos tibial anterior (Fig.
3(a)), gastrocnémio (Fig. 3 (b)) e quadricepes (Fig. 3(c)),
indicando uma reducdo dos <ciclos de degeneracdo/rege-
neracdo. Aos ratinhos Scgd-/- foi administrado por via
subcutdnea D-[MeAlal]3*-[EtVal]“-CsA a uma dose de 50 mg/kg/
dia ou veiculo durante 6 semanas. A andlise histoldgica das
fibras dos trés musculos esqueléticos de ratinhos scgd-/-

mostrou aumentos significativos em populacdes de fibras de
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pequeno didmetro (<200 pm?) relativamente aos ratinhos de
tipo selvagem, indicando um numero maior de fibras em
regeneracdo, ciclos de degeneracdo/regeneracdo em Curso e
progressdo da doenca. A administracdo do D-[MeAlal]3-
[EtVal]4-CsA ndo imunossupressor a ratinhos scgd-/- reduziu
a regeneracdo das fibras e normalizou parcialmente a dis-
tribuicdo das fibras pequenas e grandes. Foram observadas
menos fibras pequenas em ratinhos scgd-/- tratados através
de D-[MeAlal®*-[EtVall]“-CsA ndo imunossupressor em compara-

cdo com os ratinhos scgd-/- que apenas receberam veiculo.

Exemplo 3: Formulacdes orais de [D-MeAla]3-[EtVal]“-CsA

Q.

As quantidades sdo expressas como % p/p.

Exemplo A:

[D-MeAla]>-[EtVal]4-CsA 10
Glicofurol 75 35,95
Miglicol 812 18
Cremophor RH40 35,95
Alfa-Tocoferol 0,1
Exemplo B:

[D-MeAla]®-[EtVal]4-CsA 10
Tetraglicol 2
Captex 800 2
Nikkol HCO-40 85,9

Butil-hidroxitolueno (BHT) 0,1
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Exemplo C:

[D-MeAla]3-[EtVal]4-CsA 10
Glicofurol 75 39,95
Miglicol 812 14
Cremophor RH40 36
Butil-hidroxianisol (BHA) 0,05-0,1
Exemplo D:

[D-MeAla]3-[EtVal]4-CsA 10
Tetraglicol 10
Miritol 5
Cremophor RH40 74,9
Alfa-Tocoferol 0,1
Exemplo E:

[D-MeAla]3*-[EtVal]?-CsA 10
Etanol 9
Propilenoglicol 8
Cremophor RH40 41
Monolinoleato de glicerol 32

Para componentes individuais das formulacdes A-D
e para métodos de preparacdo ver Ped. de Patente Briténica

No. 2222770.

Lisboa, 7 de janeiro de 2016
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REIVINDICACOES

1. Undecapéptido ciclico com a seguinte
férmula:
@;ygt..ug; m¥?mmigwmu_§;_.rgﬁ?_ :?%*““§3““E§“"ﬁ$§§55
1 2 2 4 & 8 T 8 & W N

e,

em que
W é MeBmt;
X & oAbu;
R & (D)-MeAla;
Y & N-etilVal (EtVal);
Z & Val;
Q é Meleu;
T: € (D)Ala;
T, é Meleu; e
T3 é& MeLeu
para utilizacdo em tratamento de Distrofia Muscular das

Cinturas.

Lisboa, 7 de janeiro de 2016
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