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RESUMO

"UTILIZAGAO DE DERIVADOS BASICOS DE L-CARNITINA E ACILO PARA A

REDUGAO DOS NIVEIS DE CERAMIDA"

Descreve-se a utilizagdo terapéutica de
aminodcidos béasicos, aminocdcidos bésicos acilados e os seus
sais farmacologicamente aceitdveils, para a preparag¢do de um
medicamento para a profilaxia de doengas ou para o
tratamento terapéutico de disfungdes celulares acompanhadas

por elevados niveis de ceramida.



DESCRICAO

"UTILIZAGAO DE DERIVADOS BASICOS DE L-CARNITINA E ACILO PARA A

REDUGAO DOS NIVEIS DE CERAMIDA"

A invengdo presente diz respeito a uma utilizacgdo
terapéutica nova de derivados de L-carnitina ou de L-
carnitina acilada e dos seus sais farmacologicamente
aceitaveils para a profilaxia de doengas ou o tratamento
terapéutico de disfung¢des celulares acompanhadas por

elevados niveils de ceramida.

A ceramida & a molécula basica para a estrutura
dos esfingolipidos e para o seu metabolismo. Todos os
esfingolipidos contém ceramida como componente hidrofilico
principal e provém da ceramida através de caminhos de
biossintese que modificam principalmente a sua posigdo 1-
hidroxilo. Por sua vez, os esfingolipidos tém um papel
importante na transdug¢do do sinal através da membrana

celular.

A ceramida desempenha um papel importante na
transducdo do sinal através da membrana celular. As
moléculas com capacidade de actuagao sobre os receptores
intracelulares (isto &, «calcitrol) ou o8 Treceptores
transmembranares [isto &, interferido gamma (IFN-v),

interleucina-1 (IL-1) e o factor do crescimento do nervo



(NGF)] hidrolisam esfingomielina a ceramida. A ceramida
activa as fosfatases e as quinases de proteina e, de um
ponto de vista bioldgico, induz a apoptose celular, o
crescimento e a diferenciacgdo celular, modula a expressdo
de ciclo-oxigenases e fosfolipases e a activag¢do dos

actores nucleares kp (NFkB) [Kuno, K. et al., J. Leukoc.

[zl

Biol., 56 (5): 542-7; Cifone, M. G. et al., J. Exp. Med.,
180 (4): 1547-52; Kolesnick R., Mol. Chem. Neuropathol.,
21(2-3): 287-97; Jarvis, W. D. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. U.8.A., 91 (1): 73-7; Obeid, L. M. et al., Science,

259 (5102): 1769-71].

Verificou-se agora que as variagdes na
concentragdo ou no metabolismo de ceramida contribuem para
a patogénese de numerosas doencas ou contribuem para a
inducdo de disfuncdes celulares metabdlicas. Infelizmente,
até 3 data, ndo existem métodos para se reduzirem os niveis

de ceramida in vivo.

Deste modo, um dos objectivos desta invengdo &€ o
de proporcionar uma nova utiliza¢do de L-carnitina e de L-
carnitinas aciladas e dos seus sals farmacologicamente

aceitaveils para a redugdo dos niveis de ceramida in vivo.

Um segundo objectivo da invengdo presente & o de
proporcionar uma utilizag¢do nova de L-carnitina e de L-
carnitinas aciladas e dos seus sais farmacologicamente
aceitaveis para a profilaxia de doengas ou para O

tratamento terapéutico de disfunc¢des celulares acompanhados



por niveis elevados de ceramida.

De facto, verificou-se que a administracdo de
elevadas doses de L-carnitina e de L-carnitinas aciladas e
dos seus sails farmacologicamente aceitéveils reduz os niveis
de ceramida e que tais compostos podem assim ser utilizados
para o tratamento de doengas caracterizadas por niveis

elevados de ceramida.

Especificamente, verificou-se que a carnitina ou
os seus derivados acilados e os seus sails
farmacologicamente aceitdveis podem ser utilizados para o
tratamento de doengas caracterizadas por niveis elevados de

ceramida.

De acordo com esta inveng¢do, providencia-se uma
utilizag¢do nova para L-carnitina e L-carnitinas aciladas e
seus sails farmacologicamente aceitdveis para a redugdo dos

niveis de ceramida in vivo.

Estes produtos encontram-se disponiveis no
mercado. Estes compostos podem ser utilizados sob a forma
dos seus 1i0es internos, ou a de sais aceitédveis do ponto de

vista farmacéutico.

Os derivados acilados de L-carnitina também podem
ser utilizados mna inven¢do presente. Podem-se utilizar
derivados de acilo C,¢ 1lineares ou ramificados de L-

carnitina. Estes dcidos s8o bem conhecidos pelos



farmacologistas e pelos especialistas da técnica
farmacé&utica. Os grupos acilo particularmente preferidos

sdo acetilo, propionilo, butirilo, valerilo e isovalerilo.

Podem-se formar sails farmacéuticos adequados
entre os aminocadcidos bésicos acima referidos, e qgualguer
anido convencional tal como cloreto, brometo, iodeto ou um
aspartato acido tal como aspartato, um citrato &cido tal
como citrato, um tartarato &acido tal como tartarato, um
fosfato &cido tal como fosfato, um fumarato A&acido, um
glicofosfato tal como o glucofosfato, lactato Aacido,
maleato A&acido, orotato; oxalato &cido, particularmente
acido oxalico; um sulfato, particularmente e
preferencialmente sulfato, tricloroacetato, tifluorocacetato

e metanossulfonato.

Os exemplos de  doengas ou de disfuncdes
caracterizados por elevados niveis de ceramida incluem
doenc¢as inflamatdrias intestinais, coagulag¢do intravascular
disseminada, febre, hepatoesplenomegalia associada a
doencgas hepaticas inflamatérias ou metabdlicas,
endomiocardite, trombose capilar, meningoencefalite devida
a agentes infecciosocs, transplante de O&rgdos, artrite
reumatbide e doengas do tecido conjuntivo, e doengas auto-
imunes, hipertiroidismo, lesdes causadas por radia¢des e/ou

agentes de gquimioterapia e sindrome da fadiga crdnica.

Uma vez que a utilizacdo de alguns medicamentos

pode também induzir elevados niveis de ceramida, a invengao



presente também contempla a redugdao dos niveis de ceramida
nos pacientes tratados com tais medicamentos. Por exemplo,
um aminodcido bésico de acordo com a invengdo presente pode

ser co-administrado com corticoesterdides (tais como a

dexametasona) , anti-inflamatdério (tais como a
indometacina) , antivirais (tais como o) interferdo),
imunosupressores (tals como a ciclosporina), agentes de
quimioterapia (tais como a adriamicina), imunopotenciadores

(tais como a imunoglobulinas e as vacinas) e agentes
endocrinoldégicos (tais como o metimazol) para impedir

niveis acrescidos de ceramida.

Og niveils normais de ceramidas em doentes
saudaveis dependem da idade, do tamanho e do peso do
individuo, mas encontram-se geralmente no intervalo de
entre 5 e 50 picomoles/10° células (preferencialmente,
linfécitos do sangue periférico). Os niveis acima de 50
picomoles/10° células sdo considerados niveis elevados. A
utilizacdo de aminocédcidos Dbésicos, aminocadcidos Dbasicos
acilados e seus gals farmacologicamente aceitéveis da
inven¢do presente, reduz tais niveis elevados em pelo menos

25%.

Em geral, administram-se L-carnitina ou um seu
derivado acilado de acordo com a invengdo presente em
concentracdes gque reduzem os nivels de ceramida em pelo
menos 25%. Adequadamente, alcanga-se este resultado com a
administracdo de 50 mg a aproximadamente 15 g/dia de

aminodcidos bésicos por via oral ou parentérica.



Preferencialmente, devem ser administrados niveis elevados
de L-carnitina ou de um seu derivado acilado, i.e., >1 g
por dia, >2 g por dia; particularmente e preferencialmente,

4-10 por dia.

A monitorizacdo dos niveis de ceramida pode ser
levada a cabo tanto pela monitorizagdo directa dos niveis
de ceramida numa célula (tal como um linfdcito) como por
monitorizacdo indirecta das concentracgdes de um metabolito
de ceramida numa célula. De preferéncia, os niveis de
ceramida do doente sd3o monitorizados tanto antes como apds
a administracdo de L-carnitina ou de um seu derivado
acilado, de modo a avaliar a extensdo da reducgdo. A
monitorizagdo pode ter inicio em qualquer altura apds a
administracdo mas, apropriadamente, terd inicio apds 3
horas para assegurar resultados rigorosos. Pode-se

continuar a monitorizacdo indefinidamente.

Os niveis de ceramida podem ser medidos
directamente isolando linfécitos do sangue periférico do
doente. Em seguida centrifugam-se as células para se
eliminar o sobrenadante, e retiram-se os 1lipidos da
pastilha de células. A fase orgdnica que contém a ceramida
pode ser avaliada utilizando o “ensaio da DAG quinase” para
fosforilar a ceramida, que se evidencia por auto
radiografia [Cifone, M. G. et al., J. Exp. Med., 180 (4):

1547-527.

Tendo descrito esta invencado na generalidade, uma



maior compreensao pode ser conseguida fazendo referéncia a
certos exemplos especificos, gque se disponibilizam neste
documento, com intencdes meramente ilustrativas e ndo se
pretende sejam tomados como limitativos, a menos gue se

especifique o contrario.

Exemplo 1

Isolaram-se linfdcitos de sangue periférico de
acordo com as metodologias cléssicas. Incubaram-se as
células com L-carnitina (200 mcg/ml) ou com isovaleril-L-
carnitina durante 30 min a 370°C, e depois com anticorpo
monoclonal anti-Fas durante mais 30 min. Em seguida
centrifugaram-se as células, eliminando o sobrenadante, e
retiraram-se os lipidos da pastilha de células. Avaliou-se
a fase orgdnica (contendo a ceramida) no “ensaio da quinase
DAG” para fosforilar a ceramida, que se evidenciou

subsequentemente por auto radiografia.

Os resultados encontram-se apresentados na Tabela

1.
Tabela 1
Ceramida
(picomoles/10°células)
Controlo 20
Contreclo + anticorpo anti-Fas 81,6
Controlo + anticorpo anti-Fas + 7,3

L-carnitina (100 wmcg/ml)



Controlo + anticorpo anti-Fas + 8,6
Isovaleril-L-carnitina (50 mcg/ml)
Controlc + anticorpco anti-Fas + 7,3

Isovaleril-L-carnitina (100 mcg/ml)

Sabe-se gue as células estimuladas adequadamente
(isto &, com Fas-L, interleucina-1, etc.) geram ceramida.
Utilizou-se um anticorpo anti-Fas para aumentar a produgdo
de ceramida a partir de um valor de base (20 picomoles por

10° células) até 81,6 picomoles por 10° células.

A L-carnitina e a isovaleril-L-carnitina mostram

assim inibir a sintese de ceramida 1in vitro.

Exemplo 2

Trataram-se dois doentes gue sofriam de
neuromiopatia sintomatica (sindrome da fadiga crdnica) com
3 g por dia de L-carnitina por via oral ao longo de dois

meses.

Mediu-se o nivel de ceramida nos masculos antes e

depois da administracido.

Os resultados encontram-se indicados abaixoc na

Tabela 2.

Tabela 2



Ceramida Ceramida
pré-tratamento pds-tratamento
{picomocles por mg de proteinas) (picomoles por mg de proteinas)
Doente 1 76 28
Doente 2 142 46
Exemplo 3
Trataram-se quatro doentes, que sofriam de

hipertiroidismo e tinham sido tratados com metimazol (15 mg
por via oral, diariamente) durante mais de oito meses,
durante quatro semanas com 8 g por dia de L-carnitina, por

via oral.

Determinou-se a quantidade de ceramida associada

aos linfdcitos antes e depois do tratamento.

Os resultados encontram-se apresentados na Tabela

3 gue se segue.

Tabela 3
Ceramida Ceramida
pré-tratamento pds-tratamento
(picomoles/10° células) (picomoles/10° células)
Doente 1 73 26
Doente 2 45 27
Doente 3 111 36

Doente 4 69 18



Exemplo 4

Trataram-se trés doentes, com
hepatoesplenomegalia devida a hepatite viral do tipo C, com

4 g de L-carnitina em bolus, por via endovenosa.

Determinou-se a quantidade de ceramida associada

aos linfécitos antes, e as 3 e 48 horas depois da infusdo.

Os resultados encontram-se apresentados na Tabela

4 que se segue.

Tabela 4
Doente 1 Doente 2 Doente 3
Ceramida Ceramida Ceramida
(picomoles/10°células) (picomoles/10°células) (picomoles/10°células)
Pré-
tratamento 65 77 78
Apds 3 horas 12 32 24
Apds 48 horas 31 21 23

Torna-se aparente que a administrac¢io de um bolus
de L-carnitina inibiu o aumento dos niveis de ceramida logo
3 horas apds a infusdo. O efeitoc mantém-se pelo menos

durante dois dias.

Exemplo 5(NAO FAZ PARTE DA INVENCAO)



Trataram-se quatro doentes, que sofriam de
catabolisno  proteico e de deplecgéo lipidica como
consequéncia de infecc¢8o tuberculosa, durante duas semanas

com 8 g por dia de L-carnitina por via parentérica.

Determinou-se a quantidade de ceramida associada
aos linfécitos no sangue periférico antes e apds o

tratamento.

Os resultados encontram-se apresentados na Tabela

5 gue se segue.

Table 5
Ceramida Ceramida
pré-tratamento pds-tratamento
(picomoles/10° células) (picomoles/10° células)
Doente 1 127 59
Doente 2 265 77
Doente 3 301 152
Doente 4 78 54

Lisboa, 8 de Fevereiro de 2007



REIVINDICAgaES

1. Utilizacdo de L-carnitina ou de uma L-
carnitina acilada, em que o acilo seja seleccionado de
entre o grupo gque inclui acetilo, propionilo, butirilo,
valerilo e isovalerilo ou um seu sal farmacologicamente
aceitavel, para a produgdo de um medicamento para a
profilaxia ou o tratamento terapéutico de doencas ou de
disfungdes celulares caracterizados por elevados niveis de
ceramida, sendo que as ditas doencgas ou disfun¢des incluem
doengas inflamatdérias intestinais, coagula¢do intravascular
disseminada, trombose capilar, meningoencefalite devida a
agentes infecciosos, doengas do tecido conjuntivo e lesdes

causadas por radiagdes.

2. A utilizagdo da reivindicagdo 1, em que ©
aminocadcido Dbésico, o aminocdcido bésico acilado, a L-
carnitina, a L-carnitina acilada ou os seus sais

farmacologicamente aceitaveis, sdo co-administrados com
corticoesterdides, agentes anti-inflamatérios, agentes
antivirais, imunosupressores, agentes citostdticos e imuno-

estimulantes.

3. Utilizagdo de isovaleril-L-carnitina para a
produ¢do de um medicamento para a profilaxia ou para o
tratamento terapéutico de doencas ou de disfuncdes
incluindo doengas inflamatdrias intestinais, coagulacéio

intravascular disseminada, febre, hepatoesplenomegalia



associada a doencas hepdticas inflamatdrias ou metabdlicas,
endomiocardite, trombose capilar, wmeningocencefalite devida
a agentes infecciosos, disfuncdes induzidas por transplante
de orgdos, artrite reumatdide e doencas do tecido
conjuntivo, doengas auto-imunes, hipertiroidismo, Ilesdes
causadas por radiacdes e/ou agentes de quimioterapia e

sindrome da fadiga crdnica.

Lisboa, 8 de Fevereiro de 2007
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