(11) Numero de Publicagéo: PT 91094 B

(51) Classificagédo Internacional: (Ed. 5)

A61K031/70 A

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENGAO

(22)

(30)

(43)

(45)

Data de depésito: 1989.07.07

Prioridade: 1988.07.07 US 220765
Data de publicagdo do pedido:
1990.02.08

Data e BPI da concessdo:
07194 1994.07.12

(73) Titular(es):

HEM RESEARCH, INC.

12220 WILKINS AVENUE ROCKVILLE, MARYLAND
20852 us

(72) Inventor(es):

WILLIAM A. CARTER us

(74) Mandatario(s):
JOAO DE ARANTES E OLIVEIRA
RUA DO PATROCINIO 94 1350 LISBOA PT

(54) Epigrafe: METODO DE DIAGNOSTICO DE INFECGOES VIRAIS ASSOCIADAS COM A FADIGA CRONICA

(57) Resumo:

[Fig.]



3 o)

DESCRICAO
DA
PATENTE DE INVENCAO

N2 91 094

REQUERENTE: HEM RESEARCH., norte-americana,estabelecida
em 12220 Wilkins Avenue, Rockville, Maryland
20852, Estados Unidos da América.

EPIGRAFE: " METODO DE DIAGNOSTICO DE INFECGOES VIRAIS
ASSOCIADAS COM A FADIGA CRONICA "

INVENTORES: wWilliam A. Carter.

Reivindicacao do direito de prioridade ao abrigo do artigo 4° da Convengéo de Paris
de 20 de Margo de 1883.

EStados Unidos da América, em 07 de Ju -
lho de 1988, sob o n°. 07/220,765.

INPI. MOD. 113 RF 16732
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estabelecida em 22220 VWilkins Avenugy
Reckville, Maryland 2

Unidos da América, (inventor: William
4. Carter, residente nos Z.U.h.), pa,
ra "METODO DE DIAGNUSTICO DE INFEO-
CUES VIARIS ASSOCIADAS COM A FADIGA
CRONICA™N,
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ma de Sfadiga cronica (87C), uma condigZo
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€stucdos lavoratoriais indicam cue muitos virus diferentes se
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replicam en individuos con radiga Cronica, e que esses indivi-

i s
: - ¢ <t
duos se tornam de facto, "cultivadores de virus'". Virus como o
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de Epstein-Barwr, citamegalovirus, relrovirus, virus herpes, etc,
estao Ifrequentemente presentes nesses individuos orde vodem pex
manecer durante ancs e os pnacientes tornam-se drogressivamente
cansados e presos 2 cama.

Determinou-se aque existem alteragdes especificas
na via molecular 2'-5'A na maior parte dos indiv{duos que apre
sentam Sindroma de Fadiga uronlca alteragoes que tém valor
diagnéstico e prognOSplco nmuito grande. Como ilustra;éo, consi-~
dera-se que muitas mulheres com 25-30 anos com criangas muito
activas se queixam muitas vézes de "‘adlga cronlca" mas nao es
t20 necessariamente infectadas com v{rus. Os Procedimentos de
diagndstico aqul descritos permitem ao médico saber gue pacien-
tes apresentando sintomas de fadiga crénica e sintomas semelhan
tes, incluindo nalguns casos a perda de peso, perda de apetite
e alteracoes neurop51qu1atrlcas, sao adequadamente classifica-
dos como possuindo o Sindroma de Fadiga Cronica com envolvimen-
to Viral associado e distinguir com precisZo esses racientes
cagueles gque apresentam sintomas de fadiga cansados per outras
razoes frequentemente externas e/ou depressio. O dispositive
adecuado do Sindroma de Fadi ga Crénica é o DrC-reﬂu’SWuO neces~
sario para ume t

descrita. Zstes pr

d

erapia eficaz, terepia ess2 wue tamiim & anui
d 6s valiosos de diagnostico = teravia
s

S&0 a szgulr descr

€s 0 €
primeira terapia definitiva para esta doenca foi desen*olv14”

utilizandc vérios AT de dupla esniral para ¢

~in = = e et
a3S0C J.O. as con \f_LJ_uS e Trav
TES.
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2 Loman ~ 4 T n A 3 a A &
—+ €Stuaos ancericrss, a utilidads sn diaznlsti-
3 = Pt ~ EER ~ P o] = ~ ~ad? 4 T -
CO de componentes individuais dz via Z2'=51 cligoacdciiilato Rilesec
- o AT carmand T -t B PP I
4 L0l reiellao e3pecialuents ne Jue sc CLoI'e a Gogngas ag vi-
- o ~ 1. e - - nl
LUAS S Zeras e inleCgoes DL Tetrovirus em varticular sen —efc-
L 4- - a . ’ - -~ e
rencia particular acs sintomas da fadiga crénica. Lopseliica-
i A foi asora detcrminad “ Y. 3 i ra i o
welove, 0L afCra Gelcrmninado aue no Sindroma a 'aldlea o Orllay,

em uma enzina 2'-5%4A sintetazse anor-
S

T

melmente baixa e uma enzima Riase I aberrantemente activada
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anbas partes integrantes da via antiviral natural da célula aue
D ~

S
estao correlacionadas com a ¢ ndigao morbida de fadiga.

Zstas duas medidas podem assin servir como indi-
cadores ou "marcadores" ¢ Sindroma de Fadiga Cronica e nodemnm
portanto ser utilizados para diagnosticar definitivamente e se-
guir o tratamento do sindroma de uma forma Totalmente nova e
clinicamente fiével. Além disso, o diagndstico & convenientemen
te efectuado numa amostra de sangue periférico do paciente sem
necessidade de cirurgia ou outros ensaios de diagnéstico inva-
sivose.

DESCRICAZ0 DA INVENCIO

Esta invengao inclui procedimentos para identi-
Ticar o Sindroma de 1“adlga'Crc’mica evidenciada por aberragdo
associada com virus da enzima RNase L ligada com o baixo teor
da enzima 2'-5'4i sintetase nos linfdcitos do sangue periferico
do paciente, procedimentos de diagnéstico que utilizam esta in-

A

formagzZo para determinar a presencga do Sindroma de Fadiga Cré-
nica, prouedlwenbuo teravéuticos para restaurar as aberragces
da via molecular 21-5'4 do paciente por exemplo por administra-
¢a20 de dsARNs exogenos e melhorando a condigdo clinica do vacien
te, procedimsntos terapluticos para monitorar a condigdo do Da-~
ciente em relagio ao Sindroma de Tadiga Crdnica e medir o grau
de Substituicdo de dsARN necescdrio numa base individual, e com

D0sizoes terapéuticas para o trataiento co Sindroma de Fadiga

’ .
Cronica,

TIT T A o Ty T s v A e
PROCEDINMENTOS D= DIAGHOSTICO

—
8

Determinci-se a concentragio in vivo da enzima

Riase L activadz

2'-5'4 sintetass, moléculas 2'-51 4 & e -
. 7 .
dividuos nermais e en pesscas com o Sindroma de radiga Cronica

a partir de amostras de pacientes (1ir rfécitos do sengue periie-

rico purificado por TFicoll-iypague). O teor de 2! - 5'4 Toi de-
terminadc por andlises de celulose do nimero de 27 - 54 (cro-
DC B
s . Z NI .
matografia de afinidade) com poli U - {3 P } -pCp. leste ensaio,
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utiliza-se a capacidade de Rlase L activada com 20! =514 para
hidrolisar poli (U) para determinar a concentrasBo ds 21 - 514

Zuncional.

Us valores de refsréncia foram estabelecidos en-
saiando 25 pessoas normais sem histdria recente de infecgdes
virals evidenciado pela falta de cultura de v{rus, febre, ausén
cia de sintomas constitucionais, borbulhas, etc. 4s concentra-
goes dos teores de 2' -~ 5'A de linfdcitos de pessoas ensaiadas
foram determinadas utilizando curvas de calibragi@o obtidos com
moléculas de 2! - 5'A auténticas. Os valores de referéncia de
individuos normais exXpressos em hanomoles de 2! - 514 por frama
de proteina de linfécito, estdo geralmente na gama de 0,2 a 1,0
As curvas normais de calibracdo foram também estabelecidas vara
enzima 2f - 5'A sintetase e enzima RNase L.

. . 4 . .
Utilizando estes metodos de ensaio, analizaram-
-se dez pacientes apresentando os sintomas habituais do Sindro-
. e’ . .
ma de Fadiga Cronica e os resultados revresentatives determina-

>

-~ 3 -~ ’ 3 ~ -~ L}
cos sz0 apresentados a seguir. Os niveis de 27 - 5t4 oligoiiu-

’ . ~ . . 0 =
cleotido sao tipicamente maiores de cerca de 2 -15 vezes enouan
e diminuida e

. . . , .
to a enzima 2' -5%4 sintetase & provorcionalment

\ ~ ¢ . - —
&perece uma nova aberragao cnzimica da Riiase L.

TAB3pla 1

A ~ 7 . . _ - -

Aberracgoes de Pre-Terapia na vie 21 - 54/Rilzze L
P 3 - . 4 . ~

em Pacientes que Sofrem cde Fadiga Cronica Secun-

’ . ~ o ~ :
daria em releaceo z Infsccao Viral .

e’ . " S
lumrero do n acles de 2'-3514 per
Paciente gramz de oroteina de lin-
4 LT
LCCLTO
A 1.4, 2.4
3 2.0
C 10.1
D 5.2

BAW (IR 7ot

S W




TiBELA 1 (continuac3o)

E ‘ 11.3
F 7.6
G 863
H 4.7
I 3.8
J 5.9

" Além disso, todos os 10 pacientes apresentavam
antes da terapia com dsARN, diminuigdo da enzima intracelular
2'=-5'4 sintetase para valores de aproximadamente 5 a 50 vezes
inferiores aos de pessoas sauddveis nZo infectadas. Os vacien-
tes com o Sindrbma de Fadiga Crdnica tém geralmente associado
um defeito (ou aberraczo) ro mediador terminal da via de defesa
autiviral designada por RNase L. Assim, a via global de defesa
autiviral demonstra ambos os defeitos (valores alterados dos
mediadores) ou aberragoes (novas actividades de ccmoonentes de

enzimas).

tratamento definitivo dessas vesszoas com o Sindro-
Crénica € efectuado administrando dsiRNs exdgenos,

é que o nivel intracelular de 2% - 514 oli-

2' - 5'4 sintetase atinja

L seja corrigida, e/ou diminua a sin

ente. Frequentenente estas melhorias moleculares
e

T LA

s . . . I 4 .
nente de forma sinmulténea com melhorias clini-

s 3 e 4), lais
agora tinham me-

~
30Claldas Com a4 reeuneragac
a Y
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TABELA 2

7

COMPONENTES DO SISTEMA ANTIVIRAL 2=5Ah SINTWIASE/RNase LM PaMC

dul

'DE_PACIENTES COM 0 SINTOIA DA YADICA CRONICA (SIC)

Tonte Semanas em Actividade In Vitrd Concentracio Riase IL°
PRMC dsARN incoe da 2-5A Sintetase Intracelular Activada
rentes b

de 2 - HA

Paciente 0’ 2e4 1.4 ++++

Crs 0 1.8 2.4 e+

+A 2 1.4 0.5 4
4 2.1 0.7 +
8 HOA, Oc@ T

Saudaveis 5 0.7 +

% moles de ATP incorporada em 2-5A por mg de proteina

b moles por grama de proteina

C X4 (4

+ = Nivel normal; ++++ = nfvel de RNase L "hiperactivo" medido no cnsaio de

clivagem de rARN,

]

8A0 ORIGINAL



TABELA 3

RESULTADOS DE ENSAICS NiUROPSICOLUGICOS CUMULATIVOS

. 4 . . . 4
Lmpligenio Iniciado

Ensaio 8/26/87 5/26/88 6/30/63 9/1/083
Wais - R
Informagao 12 , 13 11 15
Digit Span 11 8 8 10
Vocabulério 12 12 12 16
Aritmética 9 8 5 11
Semelharigcas 15 13 9 172
Desenho de Dloco 8 6 5 9
Simbolo do Digito 8 2 7 Z
IQ de Iscala Total 110 . 93 &3 112
Halstead - Reitan Niveis De
Hand Tapping Severo Severo Scvero FHormal
Trailmaking A Suave Severo Severo Normal
Trailmaking B Suave Suave Mederado Normal




o

DATA

S e Y P,
QLORALCIA DE zZmalIcIo

FASE TURACXO

7/23,/88
8/9,/88
9/6/88

10/20/88

12/6,/88

4/4/89

~ L 4
vwI'drnica & viru
- ¢ .
Gl 05 nivels

me
( .-

nivels anormal

nerviferico, de

s
S ovortunis
de 2'-5t4 ¢

I 1 min, 30 seg.
m

. . /. . .
ferapia com ampligenio Iniciada

I 3 min.

II min.
III 5 min.
I min.

H
H
[0
&
+

-

10 seg.

II 3 nin.
iIT 5 rin.

a do vacisnte ac Sindroma de Madiga
as pode ser mantida continuandc a me-
igonucledtidos intracelulares, 2'-514
do na enzim s

T T -~ < - mm
Rilase L, ¢ administra-
a

N N . ’, -7 P
v 3 W -, : T ey A AT 19T A mas <+ Vi “
Cs ds ARN raturais (intrecelularcs) famitém t8m u
S 1 T B U S SE T
Te na delesa do hospedeiro ruande um individuo &

v~ el o) wri e 3 o " - - - T3 em Fan -
com agente(s, viral{is) como no caso dec Sindroma ds Ta
" - T [ - A QFT g Y mded e
a reaugao gspecilica no ds ARID bicactivo, cu on
rnden directamsnte ou indirccianonte do ds 4R, n
[ | +rtn o Riiase I goerrarte. " dirads "
- i lnTtciase & Lu«ase aggrrante, Lirfada com

BAD Oruanvac
- —_

]
Q)

%]



-«\

o -~ AT L= Q. I 2w L RNT == . 4 ”

Cirzlco. C ds AR, nomeadansnte ds ARY incoe-—en tes (como vor
o

- - AR T nToLu Tme=n . PR - - bl T 4

exemplo alPulGiiv ) HIM Research, Inc., Rociryille, !D., (EUA)

es
matologia da doenga vor re-x zulagao da via ne-

Zm "ds ARN incoerente pretende inc cluem-se ague-
les em gue a ligazio de hidrogénio (en mpilhzmento de base) en-
tre os espirais opostas estd relativamente intacta, isto &, n3o
é interrompida com frequéncia. O termo "ds ARN® ¢mparelhado de
ve ser entendido da& mesnma forma. O ds ARN pcde ser um complexo
de um poliinosinato e um policitidilato contendo uma PTroporgao
de bases de uracilo ou bases de guanidina, por exemplc, de 1 a
5 a & 30 dessas bases

(poli I . poli (04_29x > U ou G).

C ds ARN pode ter a férmila geral
rI .r(C 141
gul* OLt$Oo ,“emolop de ds £RN, e oll*onv clectidos esveci{ficos

U) ou rI .r (312, U) . S20 discutidos a se-

?
4 .
de espiral dupla podam ser ftambinm utilisedns em certos cascs.

s og <
.- > s ‘. - . - e s . -
«0s ue acidos polirrivoinocsinicos e poiirrigocitidilices, for-
macos pela modificacgio de r; «xC_ vpara incorporar ba d
-
o

parelladas (uracilo ou guani d;na)

12%¢ de rivesilo do deido wolirriboincsinice gr-ﬁ}, 20T exemnld
incluindo ¢s rooiduos de S1-0=matil riucsilo. Us comieon in-
Coersnies »oden 58X comnlexadcs con um nolinero estabilizadso
e &R como por exewple lisina ¢ celulose. Sstes dnllogos incoe
rentes de I .xC, cujos precleridcs S30 0S us DOS3ucT A férng
Ll i

la ssral :In(ClW—l U), ou rIﬂlor(ng,G)n, s&o descritos vor
carter e Tgic nas Patentes Lorte-Americenas 4 130 642 e 4024222

-9 - BAD ORIGINAL




cujas descovertas siac acui incorporadsas nor referéncia. Us ds
£RI7 ali descritos sfo goraluente adscuados vara utilizacBo de
accrds com 2 presente invsnido.
Cutros exemplos de ds 4RI incocsrente para uvcili-
sagZc na invencio inclui
poli (I) . poli 34,U)
poli (I) . poli (07,U)
poli {(I) . poli (C13’U)
poli (I) . poli (Cos,U)
vpoli (I) . Dpoli (CZO’G)
poli (I) . poli (C29,G)
poli (I) . poli Cp23 G>p
\ ’ \ . - _ 7, .
As moleculas de ds ARI oligcnucledtido pedem tam-
[4 s - . . -~
bem ser utilizados quando os "terminais" moleculares sio dobra
dos para evitar o deslizamento dos vparces de base, conferindo
. I . . £ s I . - ~ -
assim numa Ylocactividade esnccifica en varios solvenites ou o=
.. ~ P . . 4 .
vlzntes aquosos gue existen nos Zluidos tiollzizes Lumanos.
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e correcgao dos niveis de sintetase e aserragdo de Rllase L. &

cuantidade de ds £RN cduinistrado ¢ a frecufncia de adrinistra-

¢Z2o serao ditadas vor vardmstros lavoratoriais medidas em 1ige~
om a melhoria clinica do naciente. is cuantidades de ds

7

a

ARN administradas proporcicnarao um nivel transiente de C,01 a
1,000 microgramas de ds ARN por mililitro do sangue sisté

do paciente imediatamente apés administragiao medidos nunm vonto

distal do ponto de infusdo. Os fragmentos bicactivos de ds ARN,
produtos de desintegracac do ds ARN macromolecular de infusgo,

servem para manter a melhoria das vias enzimdticas 2-54, acele-
rando assim o processo de recuperagao clinica.

REIVINDICACDOUES

!
=
1
|

o ~ 4 > 1 N

Ieciao viral cronica como por exemdlo ¢ sindroma de fzlisa cxy
= .. &) B . <

rlca, num vaciente Lumano, caracterizado vor se determinar o nf

- - ’
vel de 2'-5' 4 oligonucleotidos celulares e enzi=as sintetase
Q“’_ - > —~ . b A:\’ .
e f.ase L relaciormdas numa amostra de sangue periféricos do va-
4 ¢ 4 N
clenve ¢ cemparzr-se esse nivel com nlvels pre-determinados &2
. ’ 5 -
2'=5' A oligonucledt S = ]

T a
~ DAt a ~ o ~f a7 ~ H 3 o o o ~ 7
SE¢ welerainer o nivel de 27-5%4 sintetass, 27-574 cliscnuclao-
L5 Ay~ 2 YA 1T e~ o aa T, A ennan iy i

-12035 Intracelulares o Rlase L averrante rura amostra de sanrue

- 11 - !
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DErlierico do paciente & compararsm-se e€sses Valores Con oS ne-
. ’ . .
vels predeterminados de componentes molcculares senelhantes en

’ .
vesasoas saudaveis.

v
!

-3

“n” . . . ~ 3

iletodo de acordo com a reivindicagao 1 ou rei-
3 . . 3 ~ —_ . ’..‘
vindicag8o 2, caracterizado por o 2'-5' A oligonucledtido ser

0 2%'-5%~0ligoadenilato.
- 42 -

.’ ) .. . ~ .
Metodo de acordo com a reivindicagao 1 ou rei-

vindicacao 2 caracterizado por a diagnose ser presumivelmente
b ’ >

[

. . . . - . 4 . N .
positiva para a sindroma da fadiga crcnica associada com infec
~ . . . .. . -
Goes virals guando o 2'-4!' oligonucledotido na amostra retivada

a
. . ’ . ~ 9 N
do paciente e superior a 1,0 nanamcles de 21-514 por grama d

€
o at . .3 . - ~ f
oroteina de linfécito aszoclado com pelo mencs um sintoma cli-~
Nnico.
2 requsrente reivindica a prioridceds do vedi-
N R . R o
4o norite-amsricano soressntado em 7 de Julho de 1952, =300 o nu

Lisboa, 7 de Julho de 15%9
0 AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INDCSTRIUAL
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DLS COM 4 FADIGA CRENICAn

. ~ ~ 4 R - . -
lnvengac relere-se a um método de diagndsti-

b~

CO para a pressnga de uma infecgdo viral créniza cowmo pCr exem
plo o sindrorma de Tadiga crénica num paciente humano, que com-
preende determinar-se o nivel de 2'-5'4 oligonucleotidos celu-
larss e enzimas sintetase = Rilase L relacionadas, numa amostra
de sangue periférico do paciente e comparar-se esse nivel com
niveis prédeterminados de 2%-514 oligonucledtidos sintetase e
RNase L em seres saudéveis, indicando os valores reduzidos de
nivel de 2'-5'A oligonucledtidos sintetzse e moldculas enzimi-
cas alteradas, cuando comparadas com cs correspondentes a seres

4 . . . 4 .
saudavels, a presenga do sindroma de fadiga crdnica,

R
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