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RESUMO
“METODOS DE TRATAMENTO DE UMA DOENCA DE TIPO INFLAMATORIO”

A invencdo refere-se a composicgdes farmacéuticas e
métodos de tratamento de doengas de tipo inflamatdrio
associadas a expressdo de citocinas pré-inflamatédérias e/ou
a expressdo reduzida de citocinas anti-inflamatérias. O
método compreende habitualmente a administragdo de um ou
mais compostos selecionados a partir de isoindigo, indigo,
indirubina ou derivados dos mesmos, tais como Meisoindigo e
NATURA. Preferencialmente, a composicao farmacéutica
compreende um ou mals compostos selecionados a partir de
isoindigo, indigo, indirubina ou derivados dos mesmos, um
agente anti-inflamatdério e um veiculo farmaceuticamente

aceitdvel.



DESCRICAO

“METODOS DE TRATAMENTO DE UMA DOENCA DE TIPO INFLAMATORIO”

CAMPO TECNICO

A invencao refere-se a wutilizacdes e composicdes
farmacéuticas e métodos de tratamento de doencas de tipo
inflamatério associadas a expressdo de citocinas pré-
inflamatdérias e/ou a expressdo reduzida de citocinas anti-
inflamatdérias, conforme definido nas reivindicagdes em
anexo.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

z

A inflamagdo irregular e/ou anormal ¢é um dos
principais componentes de uma vasta gama de doencgas
humanas. As pessoas que sofrem de multiplos disturbios
degenerativos apresentam muitas vezes niveis excessivos de
marcadores pré-inflamatdérios no sangue. Um tipo desses
marcadores pré-inflamatdrios corresponde a citocinas
marcadoras pré-inflamatdérias, incluindo IL-lo, B, IL-2, IL-
3, I1IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, IL-17, IL-18, TNF-o, LT, LIF,
Oncostatina e IFNcla, B, V.

Uma lista néo limitativa de problemas médicos comuns
que sdo causados diretamente por citocinas inflamatdrias
inclui: a artrite, em que as citocinas inflamatérias
provocam uma lesdo na membrana sinovial e a destruicdo do
osso e da cartilagem das articulagdes; a insuficiéncia
renal, em que as citocinas inflamatdérias restringem a
circulacdo e causam lesdes nos néfrones; o lupus, em gque as
citocinas inflamatdrias induzem um atagque autoimune; a
asma, em gue as citocinas inflamatdrias fecham as vias
aéreas; a psoriase, em que as citocinas inflamatdrias
induzem a dermatite; a pancreatite, em qgue as citocinas
inflamatérias induzem uma lesdo nas células pancredticas; a
alergia, em que as citocinas inflamatdrias induzem reagdes

autoimunes; a fibrose, em qgque as citocinas inflamatérias



atacam o tecido traumatizado; as complicacgdes cirurgicas,
em que as citocinas inflamatdérias impedem a cura; a anemia,
em que as citocinas inflamatérias atacam a producgdo de
eritropoetina; e a fibromialgia, em que as citocinas
inflamatdérias sdo elevadas em pacientes com fibromialgia.
Outras doencas associadas a inflamacgcdo crénica incluem o
cancro, que € provocado por inflamagcdo crénica; o ataque
cardiaco, em que a inflamacdo crdénica contribui para a
aterosclerose corondria; a doenca de Alzheimer, em que a
inflamagdo crénica destrdéi as células cerebrais; a
insuficiéncia cardiaca congestiva, em gque a inflamacéo
crdénica causa o enfraquecimento do musculo cardiaco; o
acidente vascular cerebral, em gque a inflamacdo crodnica
provoca eventos tromboembdlicos; e a estenose da valvula
adbrtica, em que a inflamagdo crdénica causa lesdes nas
vadlvulas do coracgdo. A arteriosclerose, a osteoporose, a
doenca de Parkinson, a infecd&o, a doenca inflamatdria
intestinal, incluindo a doenca de Crohn e a colite
ulcerativa, bem como a esclerose multipla (uma doenca de
tipo inflamatdério autoimune tipica) estdo igualmente
relacionadas com a inflamacdo (1-18). Algumas doencas em
estddios avancados podem ser potencialmente fatais. Existem
diversas metodologias disponiveis para o tratamento dessas
doencas inflamatdérias; contudo, 0s resultados nao sao
geralmente satisfatérios, conforme demonstrado por uma
falta de eficdcia e efeitos secunddrios relacionados com ©
fadrmaco associados.

Doenca inflamatdéria intestinal

A doenga inflamatdria intestinal (DII) compreende a
doenca de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (CU), em dque
ambas sé&o doencas crdnicas idiopaticas gue ocorrem com uma
frequéncia crescente em muitas partes do mundo. Nos Estados
Unidos, mais de 600.000 pessoas sao afetadas todos o0s anos.
A DITI pode envolver o intestino delgado e/ou o intestino

grosso. A DC pode envolver qualquer parte do trato



gastrointestinal, mas mais frequentemente envolve o cbédlon e
0 intestino delgado distal. A doenca pode ndo afetar o reto
ou pode causar inflamacgdo ou infecdo com drenagem a volta
do reto. Normalmente, a CU causa Ulceras na parte inferior
do intestino grosso, comecando muitas vezes no reto. Os
sintomas variam, mas podem incluir diarreia, febre e dores.
Os pacientes com CU prolongada tém um risco acrescido de
desenvolver cancro do cdlon. Atualmente, ndo existe nenhum
tratamento satisfatdério, uma vez gue a causa para a DII
continua a ser pouca clara, embora tenham sido propostos
mecanismos infeciosos e imunoldgicos. Os tratamentos de DII
tém como objetivo controlar os sintomas inflamatdrios,
utilizando convencionalmente corticosteroides,
aminossalicilatos e agentes imunossupressores padrao, tais
como azatioprina (6-mer-captopurina), metotrexato e
ciclosporina. Destes, as uUnicas terapéuticas modificadoras
da doenca sdo os agentes imunossupressores azatioprina e
metotrexato, em que ambos tém um inicio de acdo lento e
apenas uma eficdcia moderada. A terapéutica de longa
duracdo pode causar uma lesdo no figado (fibrose ou
cirrose) e a supressdao da medula &ssea. Igualmente, o0s
pacientes tornam-se muitas vezes refratdrios a esse
tratamento. Outros regimes terapéuticos abordam meramente
os sintomas (19, 20).
Psoriase

A psoriase ¢é uma das doencas de pele crodnicas
imunomediadas mais comuns que surgem em diferentes formas e
varios niveis de gravidade, afetando aproximadamente 2% ou
mais de 4,5 milhdes de pessoas nos Estados Unidos, das
quais se considera que 1,5 milhdes tém uma forma moderada a
grave da doenca. Dez a trinta por cento dos pacientes com
psoriase desenvolvem igualmente uma forma de artrite -
artrite psoridtica, que causa lesdes no osso e no tecido
conjuntivo a volta das articulacdes. A psoriase surge como

manchas de pele vermelha levantada coberta por uma camada



branca com escamas. Além disso, pode ter um aspeto tipo
borbulha (psoriase pustulosa) ou queimado (eritrodérmico).
A psoriase também pode causar um ardor e uma comichéo
intensos. Os pacientes sofrem psicologicamente, bem como
fisicamente. Atualmente, existem diversas modalidades
disponiveis para o tratamento de psoriase, incluindo o
tratamento tépico, a fototerapia e as aplicacdes
sistémicas. Contudo, sdo consideradas geralmente como sendo
apenas supressoras e modificadoras da doenca. Além disso,
nenhuma delas é curativa. Além do mais, muitos tratamentos
sdo indesejdveis por razdes estéticas, inconvenientes para
uma utilizacdo de longa duragdo ou associados a uma
toxicidade significativa.

Devido a uma maior compreensdo das propriedades
bioldgicas da psoriase durante as Ultimas 2 décadas, foram
disponibilizadas terapéuticas bioldgicas que tém como alvo
a atividade dos linfdécitos T e das citocinas responséaveis
pela natureza inflamatdria desta doenca. Atualmente, os
fadrmacos prescritos para a psoriase incluem os inibidores
TNF-o utilizados inicialmente para o tratamento de artrite
reumatoide (AR) , ENBREL® (etanercept), REMICADE®
(infliximab) e HUMIRA® (adalimumab), e o inibidor de
células T AMEVIVE® (alefacept) de Biogen aprovado em 2002 e
RAPTIVA® (Efalizumab) de Genentech/Xoma aprovado em 2003
(21) . AMEVIVE ALEFACEPT® ¢é uma proteina de fusdo de
imunoglobulina composta pelo primeiro dominio extracelular
de LFA-3 humano fundido com a charneira, dominios C(H)2 e
C(H)3 de IgG(l) humano. A mesma 1inibe a proliferacado de
células T através de células NK (22). RAPTIVA® & igualmente
conhecido como anti-CDl1la, um anticorpo monoclonal
humanizado que tem como alvo a molécula de adesdo de
células T, o antigénio associado a funcdo de leucdcitos-1
(LFA-1). A prevencao da ligacdo de LFA-1 ao respetivo
ligando (ICAM-1, molécula de adesdo intercelular-1) inibe a

migragcdo e ativacdo de linfdécitos, resultando numa menor



infiltracdo de 1linfdécitos, limitando assim a cascata de

eventos que originam eventualmente os sinais e sintomas da

psoriase (23). Contudo, os potenciais efeitos secundéarios
para o) inibidor TNF - sao graves, incluindo o)
desenvolvimento de linfoma (24), o) que piora a

insuficiéncia cardiaca congestiva, resultando numa infecéo
séria e sépsis e em exacerbacgdes de esclerose multipla e
problemas do sistema nervoso central (25, 26). Ao passo que
os efeitos secunddrios do inibidor de células T de
AMEVIVE®/RAPTIVA® podem ser mais tolerdveis no tratamento
de psoriase, RAPTIVA® ¢é um agente imunossupressor. O0s
agentes imunossupressores tém o potencial para aumentar o
risco de infecdo, reativar infecdes latentes e crdnicas ou
aumentar o risco de desenvolvimento de cancro.

Embora tenham sido efetuados muitos avangos na
compreensdo das propriedades bioldégicas da psoriase durante
as ultimas 2 décadas e tenha sido disponibilizado um
tratamento ndo convencional para a psoriase conforme
descrito acima, muito do sofrimento provocado continua a
ndo ser tratado de forma adequada. Um inquérito de mais de
40.000 pacientes americanos com psoriase efetuado pela
National Psoriasis Foundation em 1998 mostrou que 79% dos
pacientes mais Jjovens se sentiam frustrados por causa da
ineficdcia do respetivo tratamento. Dos pacientes com a
doenca grave, 32% consideravam qgque o tratamento nao era
suficientemente agressivo (27, 28).

Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide (AR) representa outro exemplo de
distirbios inflamatdérios problemdticos. Trata-se de uma
doenca de tipo inflamatério crdénica comum caracterizada por
inflamagdo crdénica no revestimento da membrana (a membrana
sinovial) das articulacgdes e/ou outros Orgdos internos. As
células inflamatdérias também podem invadir e causar lesdes
no o0sso e na cartilagem. A articulacdo envolvida pode

perder o respetivo formato e alinhamento, resultando em



perda de movimento. Os pacientes com AR sentem dor,
rigidez, calor, vermelhiddo e inchag¢o na articulacgado, e
outros sintomas sistémicos, tais como febre, fadiga e
anemia. Atualmente, estdo afetados cerca de 1% da populacéo
ou 2,1 milhdes de pessoas nos E.U.A., dos guais sao mais
mulheres (1,5 milhdées) do gque homens (0,6 milhbdes). A
patologia de AR nao ¢ totalmente compreendida, embora a

cascata de reacgdes imunoldgicas impréprias tenha sido

proposta como um mecanismo. Infelizmente, o tratamento
convencional ¢é insuficiente na AR (29). A doenca néo
responde completamente as medicacgdes sintométicas,

incluindo corticosteroides e férmacos anti-inflamatdrios
ndo-esteroides (NSAIDs) wutilizados desde os anos 50 do
século XX. Igualmente, estes medicamentos tém o risco de
efeitos adversos graves. O0Os efeitos terapéuticos dos
fadrmacos antirreumdticos modificadores da doenca (DMARDS),
tais como Metotrexato (MTX) , sao muitas vezes
inconsistentes e de curta duracao.

Uma nova classe de DMARDs (farmacos antirreumdticos
modificadores da doenca) bioldgicos para o tratamento de AR
foli recentemente desenvolvida com base na compreensdo do
papel das citocinas, TNF—o e IL-1, no processo
inflamatério. A FDA aprovou diversos DMARDs, incluindo
ENBREL® (etanercept) de Immunex/Amgen Inc. em 1998,
REMICADE® (infliximab) de Centocor/Johnson & Johnson,
HUMIRA® (adalimumab) de Abbott Laboratories Inc. em 2002 e
KINERET® (anakinra) de Amgen em 2001. ENBREL® €& uma
proteina recombinante do recetor TINF (TNFR) soluvel.
REMICADE® é um anticorpo monoclonal anti-TNF-o (quimérico)
de ratinho humanizado. HUMIRAL® € um anticorpo monoclonal
anti—-TNF totalmente humano criado utilizando a tecnologia
de Phage Display (visualizagdo de fagos) que resulta num
anticorpo com regides varidveis de cadeia pesada e leve
derivadas de seres humanos e regides constantes de IgGl:k

humana. Todos estes 3 farmacos a base de proteinas tém como



alvo e ligam-se a TNF-oa para bloquear os efeitos de TNF-«.
KINERET® é um antagonista recetor IL-1 recombinante, que é
semelhante a IL-1Ra humano nativo, exceto no que respeita a
adicdo de um uUnico residuo de metionina no respetivo amino-
terminal. KINERET® bloqueia a atividade bioldégica de IL-1
inibindo de forma competitiva a ligacdo de IL-1 ao recetor
de tipo I IL-1 (IL-1RI) e reduzindo consequentemente os
efeitos pré—-inflamatdrios de IL-1.

O tratamento com estes DMARDs bioldgicos alivia os
sintomas, 1inibe a progressdo da lesdo estrutural e melhora
a funcgdo fisica nos pacientes com AR ativa moderada a
grave. 0Os 3 agentes de bloqueio TNF-a comercializados tém
uma eficdcia semelhante quando combinados com MTX, um DMARD
muito utilizado, no tratamento de pacientes com AR (30).
Embora fornecam uma eficdcia significativa e um bom perfil
de seguranca global a curto e médio prazo a muitos
pacientes com AR, estes tratamentos bioldgicos podem criar
problemas graves e efeitos secundarios de longa duracgéao,
tais como no figado, e ainda necessitam de ser avaliados.
Tem existido uma associacgdo perturbadora entre a utilizacéo
de ENBREL® ou REMICADE® e o desenvolvimento de linfoma
(24) . Conforme descrito acima, diversos relatdérios
mostraram que 0s pacientes tratados com ENBREL® ou
REMICADE® pioraram a sua insuficiéncia cardiaca congestiva
e desenvolveram uma 1infecdo grave e sépsis, bem como
aumentaram as exacerbagdes de esclerose multipla e outros
problemas do sistema nervoso central (26, 27).

Esclerose Multipla

A Esclerose Multipla (EM) € uma doenga autoimune
diagnosticada em 350.000 a 500.000 pesscas nos Estados
Unidos. A doenca ¢ denotada por maltiplas Aareas de
inflamagdo e cicatrizes da mielina no cérebro e medula
6ssea. O0s pacientes com EM apresentam varios graus de
disfuncédo neuroldgica dependendo do local e da extensédo das

cicatrizes da mielina. 0Os sintomas comuns da EM incluem



fadiga, debilidade, espasticidade, problemas de equilibrio,
problemas de bexiga e intestinos, entorpecimento, perda de
visdo, tremores e depressao. O tratamento atual de EM
apenas alivia os sintomas ou atrasa a progressao da
incapacidade, e diversos novos tratamentos para a EM,
incluindo o transplante de células estaminais e a terapia
de genes, sao conservadores (31, 32). Ao passo que o0sS
anticorpos anti-TNF demonstraram efeitos protetores na
encefalomielite autoimune experimental (EAE), 0S mesmos
agravaram a doen¢a nos pacientes com EM, sugerindo que a
inibicdo de TNF-o sozinha ndo é suficiente (33).

Disturbios Neurodegenerativos

A doenca de Alzheimer (DA) e a doenga de Parkinson
(DP) sé&o os 2 disturbios neurodegenerativos mais comuns. A
DA é um disturbio cerebral. Esta doenca afeta gravemente a
capacidade de uma pessoa para realizar a suas atividades
didrias. A mesma envolve as partes do cérebro que controlam
o0 pensamento, a memdéria e a fala. E estimado que cerca de 4
milhdes de americanos, habitualmente com mais de 60 anos,
sofram de DA.

A DP & um disturbio progressivo do sistema nervoso
central que afeta mais de 1,5 milhdes de pessoas nos
Estados Unidos. Clinicamente, a doenca € caracterizada por
uma diminuicdo nos movimentos esponténeos, dificuldade em
andar, instabilidade postural, inflexibilidade e tremor. A
DP é causada pela degeneracdao dos neurdnios pigmentados na
substéncia negra do cérebro, resultando numa menor
disponibilidade de dopamina. As causas destes disturbios
neurodegenerativos sdo desconhecidas e, atualmente, nao
existe cura para a doenga.

Deste modo, sao necessarias novas abordagens para o
tratamento das doengas de tipo inflamatdrio indicadas acima
e outras. Embora os mecanismos através dos quais séo
causadas as doengas de tipo inflamatdério sejam pouco

claros, e muitas vezes variem entre si, foi demonstrado que



a disfuncdo do sistema imunitdrio causada pela desregulacao
de citocinas desempenha um papel importante na iniciacdo e
progressdo da inflamacdo (Quadro 1) (27, 34, 35).

Geralmente, as citocinas podem ser classificadas em 3
tipos: pré-inflamatédérias (IL-1o, B, IL-2, IL-3, IL-6, IL-7,
I1.-9, 1L-12, I1L-17, 1L-18, TINF-«o, LT, LIF, Oncostatina e
IFNcla, B, v,); anti-inflamatérias (IL-4, IL-10, IL-11, W-
13 e TGFPB); e gquimiocinas (IL-8, Groo, MIP-1, MCP-1, ENA-78
e RANTES) .

Em muitas condig¢des inflamatédrias, as citocinas préd-
inflamatdérias, especialmente TNF-«, IL-13 e IL-6, bem como
a citocina anti-inflamatdéria IL-10, parecem desempenhar um
papel importante na patogénese de varias doencas de tipo
inflamatdério e, por conseguinte, podem  servir como
potenciais alvos terapéuticos. Por exemplo, foram
observados niveis elevados de algumas citocinas pré-
inflamatérias (TNF-«, IFNy, IL-1, IL-2, IL-6 e IL-12) e
quimiocinas (IL-8, MCP-1 e RANTES) em diversas doengas de
tipo inflamatdério, tais como DC, psoriase, AR, doenca de
Grave e tiroidite de Hashimoto (34), que sdo equivalentes a
um aumento nos recetores TNFE soluveis, antagonistas
recetores IL-1 e na citocina anti-inflamatdéria IL-10 (36,
37). IL-10 mostrou suprimir uma producdo elevada de
citocinas pré-inflamatdérias, tanto in vitro em culturas
LPMC como in vivo em pacientes (38). A resposta positiva de
pacientes com DC tratados com IL-10 demonstra gque também
poderd existir um desequilibrio entre a producgdo de
citocinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatdrias na DC.

Resumindo, a abordagem do tratamento de doencas de
tipo inflamatdério passou por uma alteragdo gradual nos
tltimos anos, em parte como uma consequéncia das crescentes
preocupacdes da gravidade destas doencas e em parte devido
ao progresso considerdavel na compreensdo do importante
papel das citocinas na respetiva imunopatogénese. A maioria

dos esforcos concentrou-se em ter como alvo TNF-o e IL-1
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(39), e diversos produtos (inibidores TNF-o: infliximab, um
anticorpo anti-TNF-oa monoclonal; e etanercept, o recetor
TINF-a p75) sao atualmente comercializados ou utilizados em
ensaios clinicos para o tratamento de AR, psoriase e DII
conforme mencionado acima. Diversos outros candidatos a
fadrmaco ou estratégias que tém como alvo EL-1 (40), IL-6 ou
IL-10 estdo em desenvolvimento (40-42). Estes tratamentos
bioldégicos fornecem uma eficdcia significativa a curto e
médio prazo em muitos pacientes com AR (43-46). Embora
estes farmacos sejam bem tolerados e tenham um bom perfil
de seguranca global, ¢é necessdria uma farmacovigiléncia
ativa. Com base no respetivo mecanismo de acdo e nas
notificagdes anteriores de uma vasta variedade de efeitos
adversos, os riscos a longo prazo de efeitos secundarios,
incluindo efeitos hematoldégicos, infeciosos, neuroldgicos,
oncoldgicos e imunoldgicos, necessitam de ser examinados.
As estratégias para terem como alvo uma Unica citocina
pré-inflamatdria como uma terapia anti-inflamatdéria ignoram
um facto muito importante, que é o de as doencas de tipo
inflamatdério envolverem um “sistema” de rede de citocinas
sofisticado. Por exemplo, as quimiocinas, uma familia de
moléculas imunes relacionadas com IL-8, contém
aproximadamente 50 ligandos e 20 recetores, muitas vezes
funcionando com redundidncia, tornando assim a selecdo de
antagonistas especificos apropriados ndo sé dificil, como
também sem uma eficdcia a longo prazo. Além disso, os
produtos comercializados atualmente ou produtos em
desenvolvimento sdo sobretudo agentes a base de proteinas,
que tém uma producdo dispendiosa e uma administracao
inconveniente (ou seja, infusdo). Por conseguinte, uma vez
que o funcionamento do sistema imunitario € minuciosamente
equilibrado pelas atividades de citocinas ou mediadores
pré-inflamatdédrios e anti-inflamatédrios, a modulacao de
maltiplas citocinas prd/anti-inflamatdérias, em vez de

bloquear apenas uma determinada citocina pré-inflamatédria



11

através de moléculas pequenas, ndo sé deve alcangar uma
melhor eficdcia terapéutica com menos efeitos secundérios,
como também ter as muitas vantagens dos farmacos de
moléculas peguenas.

Com base neste conceito, foram examinados diversos
tipos de moléculas pequenas para testar a respetiva
capacidade na regulacdo de multiplas citocinas e exploradas
as respetivas potenciais aplicacgdes clinicas relativamente
ao tratamento de uma variedade de doencas de tipo
inflamatdério.

O Meisoindigo foi wutilizado para o tratamento de
leucemia mieloide crdénica (LMC) na China com menos efeitos
secunddrios (47). Na patente anterior (Patente U.S. n.°
6.566.341), foi demonstrado que o Meisoindigo e o0s
compostos semelhantes sdo ativos contra os tumores sdélidos
através da respetiva capacidade de 1inibir as quinases
dependentes de ciclinas, induzir diferenciacdo celular e
provocar a apoptose. Na invencdo atual, sao apresentadas
novas atividades terapéuticas desta classe de moléculas no
tratamento de véarias doengas de tipo inflamatdrio,
incluindo doencgas inflamatdérias intestinais e psoriase nos
roedores, bem como nos seres humanos. Foi demonstrado que
este tipo de agente inibe a secregcdo e a expressao de
miltiplas citocinas pré-inflamatdrias, incluindo IL-1(3, IL-
6 e TNF-oa nas linhas celulares, e provoca a producdo da
citocina anti-inflamatdéria IL-10. Num caso humano, ©
Meisoindigo também mostra ser muito eficaz contra DII,
embora nao tenham sido observados nenhuns efeitos
secunddrios significativos.

O documento EP 1 079 826 de et al., intitulado “Use of
Indigoid Bisindole Derivatives for the Manufacture of a
Medicament to Inhibit Cyclin Dependent Kinases”, é
orientado para a utilizacdo de derivados de Dbisindol
indigoide para o fabrico de um medicamento para O

tratamento de doencgas associadas a perda de controlo de
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proliferacdo. De acordo com o documento EP 1 079 826, a
psoriase, as doencas cardiovasculares, as doencas
infeciosas, a nefrologia, os disturbios neurodegenerativos
e as infec¢des virais sdo todas doencas associadas a perda
de controlo de proliferacao celular. O documento EP 1 079
826 explica gque o medicamento é eficaz no tratamento destas
doencas associadas a perda de controlo de proliferacéao
inibindo as quinases dependentes de ciclinas (CDKs) .

Em oposicao, 0s Requerentes descobriram que o)
isoindigo, o indigo, a indirubina e os derivados dos mesmos
podem ser utilizados para suprimir ou inibir a expresséao de
citocinas pré-inflamatdrias, por ex., TNF-o, IL-1 e IL-6,
para tratar doencas de tipo inflamatdério associadas a
expressdo de citocinas.

Embora determinadas doencas mencionadas no documento
EP 1 079 826 como estando associadas a perda de controlo de
proliferagdo celular também estejam relacionadas com a
expressao de citocinas, 0s Requerentes descobriram que a
quantidade de agente terapéutico necessdria para tratar
estas doencas correspondentes através da inibicd&o dos
niveis de citocina é significativamente menor em comparacdo
com a necessaria para inibir CDKs conforme explicado no
documento EP 1 079 826.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencgdo é definida nas reivindicagbes em
anexo e permite o tratamento de uma variedade de doencgas de
tipo inflamatdério com o minimo de efeitos secunddrios. Uma
das vantagens mais importantes da presente invencdo €& que
0s compostos terapéuticos ndo sé abordam sintomas de varias
doencas de tipo inflamatdério, como também modificam as
doencas através de supressdo da expressao/secrecgdo de
maltiplas citocinas pré-inflamatdrias (IL-1lo, B, IL-2, IL-
3, I1L-6, IL-7, IL-9, IL-12, IL-17, IL-18, TNF-«, LT, LIF,
Oncostatin ou IFNcla, B, vy) e/ou através de estimulacdo da

expressdo de citocinas anti-inflamatdérias (IL-4, IL-10, IL-
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11, W-13 ou TGFR).

De um modo semelhante, os documentos DE 100 53 474, WO
02/074742, WO 03/100401, WO 02/092079, WO 03/051900 e US
2002/132792 s&o todos orientados para a atividade inibidora
de CDK de compostos especificos.

A presente invencao resulta muitas vezes numa cura em
vez de simplesmente numa remissdo tempordria dos sintomas
da doenca. Em oposicao, as terapias existentes para as
doencas de tipo inflamatdrio, na maioria dos casos, apenas
aliviam os sintomas durante um curto periodo de tempo. Além
disso, os compostos terapéuticos da presente invencdo séo
moléculas pequenas que sao simples, quimicamente estdveis e
sdo substancialmente faceis de produzir e administrar. Além
do mais, os Requerentes descobriram gque, em comparacio,
pequenas dosagens/concentracdes dos compostos sao
geralmente suficientes para inibir substancialmente as
citocinas pré-inflamatdrias no paciente, reduzindo o risco
dos efeitos secunddrios associados ao tratamento.

As composicdes farmacéuticas aqui descritas incluem
preferencialmente, pelo menos, um composto selecionado a
partir da fdérmula (I) ou (II) conforme definido nas
reivindicag¢des, um agente anti-inflamatdério e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 é uma representacdo esquemdtica dos papéis
das citocinas pré-/anti-inflamatérias e fatores de
crescimento, bem como dos locais de agdo de Meisoindigo no
processo patoldgico de doencas de tipo inflamatdrio
crdnicas.

A Figura 2 ilustra o efeito de Meisoindigo na secrecéo
de IL-1p nas células THP-1 monociticas humanas estimuladas
por LPS. Efeito inibidor de Meisoindigo na producgdo de IL-
1p nas células THP-1 monociticas humanas estimuladas por
ILPS. As células THP-1 foram tratadas/estimuladas com e sem

1 pg de lipopolissacarido (LPS, Sigma) e expostas durante
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24 horas a uma série de concentragdes de Meisoindigo (de
31,25 nM a 16.000 nM). A wviabilidade das células foi
examinada no microscépio apds a coloracgdo com azul de
tripano. Os niveis de proteina de IL-1B segregados nos
meios de cultura foram medidos através de ELISA e
calculados a partir da respetiva curva padrao (painel A)
utilizando um Kit de ensaio de R&D Systems conforme
descrito em Materiais e Métodos no Exemplo 1 abaixo. O
teste t de Student foi wutilizado para determinar a
significéncia estatistica, *** indica P < 0,001. Conforme
ilustrado no painel B, o) Meisoindigo inibe
significativamente a producdo de IL-1p na concentracdo téao
baixa como 31 nM.

A Figura 3 ilustra o efeito de Meisoindigo na secregdo
e expressdo de IL-6 nas células THP-1 monociticas humanas
estimuladas por LPS. Efeitos de Meisoindigo na producéao
(painel B) e transcrigdo (painel C) de IL-6 nas células
THP-1 estimuladas ©por LPS: as células THP-1 foram
tratadas/estimuladas com e sem 1,0 pg/ml de LPS e expostas
a uma série de concentragdes de Meisoindigo (de 0,031 a 16
pM) durante 24 horas. A proteina IL-6 nos meios foi medida
através de ELISA, e a transcrigcdo de IL-6 nas células foi
medida através de PCR em tempo real conforme descrito em
Materiais e Métodos no Exemplo 2 abaixo. Painel A: curva
padrédo estabelecida wutilizando a proteina IL-6 pura e
utilizada para o célculo da producdo de proteinas no painel
B; Painel C: ensaio de PCR em tempo real para a transcricéao
de IL-6. ***: < (0,001. Conforme ilustrado nos painéis B e
C, o Meisoindigo inibe significativamente tanto a secrecao
como a transcricao de IL-6.

A Figura 4 ilustra o efeito de Meisoindigo na secrecéo
e expressdo de TNF-a nas células THP-1 monociticas humanas.
Efeitos de Meisoindigo na producdo de proteinas (painel B)
e transcricdo de genes (painel C) de TNF-o nas células THP-

1 estimuladas por LPS: as células THP-1 foram



15

tratadas/estimuladas com e sem 1,0 pg/ml de LPS e expostas
a uma série de concentracgdes de Meisoindigo (de 0,031 a 16
pM) durante 24 horas. A proteina TNF-o nos meios foi medida
através de ELISA, e a respetiva transcricdo nas células foi
medida através da tecnologia de PCR em tempo real conforme
descrito em Materiais e Métodos no Exemplo 3 abaixo. Painel
A: curva padrdo estabelecida utilizando a proteina TNF-«
pura e utilizada para o cédlculo da producdo de proteinas no
painel B. Uma inibicdo dependente da concentragcao de
Meisoindigo na secrecdo de TNF-a foi obtida (painel B).
Painel C: ensaio de PCR em tempo real para a transcricéao de
TNF-o. Nao foi observado nenhum efeito do agente na
transcricdo de TNF-o. ***: P < 0,001.

A Figura 5 ilustra a estimulagdo de IL-10 através de
Meisoindigo nas células THP-1. Estimulacdo de Meisoindigo
na produgdo de IL-10 nas células THP-1 tratadas com LPS: as
células THP-1 foram tratadas com e sem 1,0 pg/ml de LPS e
expostas a uma série de concentracgdes de Meisoindigo (de
0,031 a 16 pM) durante 24 horas. A proteina IL-10 nos meios
foi medida através de ELISA conforme descrito em Materiais
e Métodos no Exemplo 4 abaixo. Painel A: curva padrao
estabelecida utilizando a proteina IL-10 pura e utilizada
para o célculo da produgdo de proteinas no painel B. Ao
passo que o LPS estimulante inflamatdério diminuiu o nivel
de proteinas de IL-10, o) Meisoindigo aumentou
significativamente a producdo de proteinas, e o efeito de
estimulacdo maximo ocorreu a 62,5 nM com um aumento para
aproximadamente o dobro da secrecdo de IL-10 (painel B).
**: P < 0,01.

A Figura 6 ilustra os efeitos de Meisoindigo e NATURA
na Expressdao de Citocinas Pré-inflamatdérias e Quinases
dependentes de Ciclinas nas células THP-1: as células THP-1
que cresceram exponencialmente foram estimuladas com
(painéis A e B) e sem (painel C) 1 pg de LPS, e expostas

durante 24 horas as concentracdes indicadas de Meisoindigo
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ou NATURA. A viabilidade das células foi examinada através
do ensaio de excecdo com azul tripano. Os niveis de
proteinas de IL-13, IL-6 e IL-10 segregados nos meios de
cultura foram medidos através de ELISA conforme descrito
nos exemplos acima utilizando um Kit de ensaio de R&D
Systems conforme descrito em Materiais e Métodos do Exemplo
5 abaixo. O teste t de Student foi wutilizado para
determinar a significéncia estatistico, * indica P<0,001. O
Meisoindigo e NATURA inibem significativamente a producéo
de IL-1p e IL-6 e provocaram a producdo de IL-10 0 em
concentracdes de 31,25 e 62,5 nM. Em oposigcao, nao foi
observado nenhum efeito inibidor dos compostos na CDK2 nas
concentracdes baixas (31,25 e 62,50 nM) nas mesmas
condigdes experimentais.

A FIG. 7 ilustra que o Meisoindigo é eficaz contra a
colite wulcerativa aguda induzida por DSS nos ratinhos.
Exemplos de histogquimica de paredes cdlicas de colite
ulcerativa aguda induzida por 5% de DSS em ratinhos Balb/c
tratados com e sem Meisoindigo (coloragdo H&E, ampliacéo
original x 100). A indugdo por DSS e o tratamento com
Meisoindigo foram efetuados conforme descrito em Materiais
e Métodos no Exemplo 7 abaixo. O painel A ilustra a
morfologia normal da parede cdlica de animais do grupo de
controlo normal que beberam &dgua potdvel sem DSS. O painel
B ilustra a parede coélica de wum ratinho com colite
ulcerativa aguda induzida por 5% de DSS que indica a
presenga de infiltragdo grave de células inflamatdrias
(foliculos linfaticos, setas vermelhas) e o desaparecimento
focal de criptas da mucosa (lesdes erosivas, setas azuis).
O painel C ilustra a parede cdlica de um ratinho tratado
com Meisoindigo com colite ulcerativa aguda induzida por 5%
de DSS. A morfologia é semelhante a ilustrada no controlo
normal (painel A), indicando que o Meisoindigo ¢é eficaz
contra a colite ulcerativa aguda induzida por DSS nos

ratinhos.
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A FIG. 8 corresponde a fotografias de sigmoidoscopia
flexivel de um paciente com doencga inflamatéria intestinal
antes e apdés o tratamento com Meisoindigo. Os painéis
superiores sdo as fotografias de dois locais de inflamacéo
(A e B) que apresentam claramente inflamacdo com um edema
grave. 0O exame patoldgico efetuado por um patologista do
Mount Sinai Medical Center na Cidade de Nova Iorque
concluiu “proctocolite crénica gravemente ativa com eroséao
e caracteristicas sugestivas de doenca inflamatéria
intestinal idiopatica”. Os painéis inferiores correspondem
as fotografias de sigmoidoscopia flexivel das mesmas
localizacgdes 9 semanas apds o tratamento do paciente com
Meisoindigo. Apds o tratamento, a superficie do cdédélon ficou
normal, o edema desapareceu e 0S8 vasos sanguineos podem ser
observados claramente, embora existam cicatrizes na
localizacdo B (painel inferior) durante a remissdao. O
relatdério patoldgico concluiu “proctocolite crénica inativa
sugestiva de doenca inflamatdria intestinal idiopatica”.
DESCRIQAO DETALHADA DAS FORMAS DE REALIZAQKO PREFERIDAS

A presente invencgdo é definida nas reivindicagdes em
anexo. Uma wutilizacdo preferida da presente invencéao
compreende a administracdo a um animal gque necessita desse
tratamento de um ou mais compostos conforme definido nas
reivindicacgdes.

Convém compreender que o0s presentes métodos incluem,
mas nao se limitam a, tratamento da doenca de tipo
inflamatério através da prevencdo da inflamacdo associada a
doenca regulando as citocinas envolvidas no progresso
patoldgico, impedindo assim o inicio da doenca
inflamatéria.

A doenca de tipo inflamatdério é selecionada a partir
do grupo gue consiste em: doenca inflamatdéria intestinal;
artrite reumatoide; e lupus. Preferencialmente, a doenca
inflamatéria intestinal corresponde a doenca de Crohn ou

colite ulcerativa.
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Outras doencas de tipo inflamatdério aqui divulgadas,
mas nao reivindicadas, incluem: psoriase; esclerose
miltipla; um disturbio neurodegenerativo; insuficiéncia
cardiaca congestiva; acidente vascular cerebral; estenose
da véalvula adrtica; insuficiéncia renal; pancreatite;
alergia; fibrose; anemia; aterosclerose; uma doenca
metabdlica; uma doenca déssea; uma doeng¢a cardiovascular,
uma complicacdo relacionada com quimioterapia/radiacédo;

diabetes de tipo I; diabetes de tipo II; uma doencga do

figado; um disturbio gastrointestinal; uma doenca
oftalmoldgica; conjuntivite alérgica; retinopatia
diabética; sindrome de Sjogren; uveite; um disturbio

pulmonar, uma doenca renal; dermatite; caquexia relacionada
com o VIH; maldria cerebral; espondilite anqguilosante;
lepra; anemia; e fibromialgia.

Os disturbios neurodegenerativos aqui descritos
incluem: doenca de Alzheimer e doenga de Parkinson; a
complicacdo gastrointestinal é diarreia; a doenca do figado
é selecionada a partir do grupo que consiste: numa hepatite
autoimune, hepatite C, cirrose biliar primédria, colangite
esclerosante primdria ou insuficiéncia hepatica fulminante;
o disturbio gastrointestinal é selecionado a partir do
grupo que consiste em: doenga celiaca e colite néo
especifica; a doenca Oéssea € osteoporose; o disturbio
pulmonar é selecionado a partir do grupo que consiste em:
rinite alérgica, asma, doencga pulmonar obstrutiva crdénica,
inflamagdo granulomatosa crdnica, fibrose quistica e
sarcoidose; a doencga cardiovascular € selecionada a partir
do grupo gque consiste em: doenga cardiaca aterosclerdtica,
insuficiéncia cardiaca congestiva e restenose; e a doenca
renal ¢é selecionada a partir do grupo gque consiste em:
glomerulonefrite e wvasculite.

O composto € um quantidade para inibir a expressdo de
citocinas pré-inflamatdérias e/ou estimular a expressdo de

citocinas anti-inflamatdrias. Numa forma de realizacdo, o
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composto encontra-se preferencialmente numa quantidade para
inibir, pelo menos, 30% da expressao de uma ou mais das
citocinas pré-inflamatdrias selecionadas a partir do grupo
que consiste em: IL-l«, B, IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-9,
I.-12, 1L-17, I1IL-18, TNF-«, LT, LIF, Oncostatina e IFNcla,
B, v. Mais preferencialmente, pelo menos, sdo inibidos 40%
da expressdo da citocina e, ainda mais preferencialmente,
sdo inibidos 50% ou mais. Noutra forma de realizacgdo, o
composto encontra-se preferencialmente numa quantidade para
estimular a expressdo de citocinas anti-inflamatdrias.
Nesta forma de realizacéao, o) composto encontra-se
preferencialmente numa quantidade para aumentar a citocina
anti-inflamatéria selecionada a partir do grupo que
consiste em: citocina IL-4, IL-10, IL-11, W-13 ou TGF[Q em,
pelo menos, 25%, mais preferencialmente, pelo menos 50% e,
ainda mais preferencialmente, pelo menos, 75%.

Estruturas Quimicas:

A presente invengdo é orientada para a utilizacgdo de

um grupo especifico de compostos da Fédrmula (I) ou (II)

FORMITLA (I
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em que Rz, Ry, Rs, Rs, Ry, Rg, Rg e Ryy sdo 1iguais ou
diferentes e representam um Aadtomo de hidrogénio; um grupo
hidroxi; um grupo nitroso; um grupo nitro; um
monossacarido; um dissacarido; um &tomo de halogéneo; um
grupo hidrocarbilo; ou um grupo hidrocarbilo funcional néo
substituido ou substituido por uma ou mais porcgdes de
hidroxi, porgdes de carboxi, porcdes de nitroxi,
monossacdridos, dissacéaridos, aminas, amidas, tidis,
sulfatos, sulfonatos, sulfonamidas ou halogéneos, em que O
hidrocarbilo tem 1 a 8 &tomos de carbono; um grupo -RiiRig,
em que Ry; e Ry, podem ser iguais ou diferentes e
representam um &atomo de hidrogénio, um grupo alguilo de
cadeia linear ou cadeia ramificada com 1 a 18 &tomos de
carbono que podem incluir adicionalmente um ou mais grupos
hidroxi e/ou amino, um grupo arilo substituido ou néo
substituido que pode compreender um ou mais heterodtomos,
ou um grupo acilo, ou R;; e Ry; formam em conjunto um anel
com 2 a 6 grupos CH; opcionalmente substituidos; um grupo
azo —-N=N-Ri3, em qgue Ri;; representa um sistema aromdtico que
pode ser substituido por um ou mais grupos carboxilo e/ou
grupos fosforilo, ou um grupo selecionado a partir do grupo
que consiste em aclcares, aminodcidos, péptidos ou hormonas
esteroides; ou R; e Rg, e R, e Ry, respetivamente, formam
independentemente uns dos outros um anel em conjunto com 1
a 4 grupos CH; opcionalmente substituidos.

Os grupos Ry e Ry sdo 1guais ou diferentes e
representam um adtomo de hidrogénio; um &tomo de halogéneo;
um grupo hidroxi; um grupo hidrocarbilo ou um grupo
hidrocarbilo funcional nado substituido ou substituido por
uma ou mais porcgdes de hidroxi, porgdes de carboxi, porc¢des
de nitroxi, monossacdridos, dissacédridos, aminas, amidas,
tidis, sulfatos, sulfonatos, sulfonamidas ou halogéneos, em
que o hidrocarbilo tem 1 a 8 &tomos de carbono; um grupo
mono—-, di- ou trialquilsililo com 1 a 6 A&tomos de carbono

independentemente uns dos outros em cada instédncia no grupo
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alquilo de cadeia linear ou cadeia ramificada; um grupo
mono—, di- ou triarilsililo com grupos arilo substituidos
ou nao substituidos independentemente uns dos outros em
cada insténcia; um grupo - NRi7R1g, em que Ri; e Rig podem
ser iguais ou diferentes e representam um Aatomo de
hidrogénio, um grupo alquilo de cadeia linear ou cadeia
ramificada com 1 a 18 &tomos de carbono que podem incluir
adicionalmente um ou mails grupos hidroxi e/ou amino, um
grupo arilo substituido ou nédo substituido que pode
compreender um ou mais heterodtomos, ou um grupo acilo; um
grupo metilenoamino -CH;7R15, em que Ri; e Rig tém as
definig¢bes acima; um residuo de aminoacido fisioldgico
ligado ao azoto como uma amida, monossacdrido substituido
ou ndo substituido, dissacdridos ou oligossacaridos; ou um
acucar, aminodcido, péptido ou hormona esteroide.

Os compostos preferidos sdo aqueles nos quais, pelo

menos, um R, Ry, Rs Ra, Rs, Rg, Ry, Rg, Ry ou Rjp é

independentemente um monossacdrido, um dissacdrido ou um
grupo hidrocarbilo ou um grupo hidrocarbilo funcional
substituido por uma ou mais porg¢des de hidroxi, porcgdes de
carboxi, porgdes de nitroxi, monossacaridos, dissacaridos,
aminas, amidas, tidéis ou halogéneos, em que o hidrocarbilo
tem 1 a 8 Adtomos de carbono; e pelo menos um de R;, Ry, Rs,
Ra, Rs, Rs, Ry, Rg, Ry ou Rio melhora a biocatividade ou
biodisponibilidade do composto.

E preferivel que Ri, Ry, Rs, R4, Rs, Rg, Rv7, Rg, Ro oOu
Rigy melhore a Dbiocatividade ou a Dbiodisponibilidade do
composto aumentando a solubilidade do composto. E mais
preferivel que tanto a biocatividade como a
biodisponibilidade sejam aumentadas em um ou mais de Ry,
Rz, R3, R4, R5, R6, R7, Rg, R9 ou RlO-

Os compostos preferidos sdo aqueles nos quais, pelo
menos, R; ou R, € um monossacarido; um dissacarido néao
substituido ou substituido por uma ou mais porcgdes de

hidroxi ou por¢des de carboxi; um halogéneo; um grupo
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hidrocarbilo ou um grupo hidrocarbilo funcional néao
substituido ou substituido por uma ou mais porgdes de
hidroxi, porcdes de carboxi, porcdes de nitroxi,
monossacaridos, dissacaridos, aminas, amidas, tidis,
sulfatos, sulfonatos, sulfonamidas ou halogéneos, em que O
hidrocarbilo tem 1 a 8 a&tomos de carbono. Em muitos casos,
apenas um de R; ou R; necessita de ser uma das porcgdes
indicadas, com um dos substituintes mais preferidos sendo -
CH,CH,0H.

Os compostos mais preferidos da Férmula (I) ou (II)
sdo aqueles nos quais R; ou R, corresponde a uma molécula
glicosidica, mais preferencialmente um monossacarido, e
mais preferencialmente um monossacdrido acetilado.

Numa forma de realizagdo da invencao, as utilizagbes
envolvem os compostos Meisoindigo, glico-Meisoindigo tri-
acetilado (pré—-féarmaco) (ilustrado como Férmula (V)) e
NATURA (ilustrado como Férmula (VI)).
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O termo “hidrocarbilo” no contexto da presente
invenc¢do, e nas fdérmulas acima, refere-se em geral a um
grupo hidrocarbono monovalente, no qual a valéncia é obtida
por extracdo de um hidrogénio a um &tomo de carbono. O
hidrocarbilo inclui, por exemplo, grupos alifdticos (cadeia
linear e ramificada), cicloalifdaticos, aromdticos e de
cardter misto (por ex., aralquilo e alcarilo). 0
hidrocarbilo inclui igualmente esses grupos com insaturacao
interna e insaturacdo ativada. Mais especificamente, o
hidrocarbilo inclui (mas ndo se limita a) esses grupos como
alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, alcarilo,
alquenilo, cicloalquenilo e alguinilo, preferencialmente
com, no maximo, 12 A&tomos de carbono. As formas de
realizacdo preferidas incluem aquelas nas gquais o grupo
hidrocarbilo tem 1 a 8 &tomos de carbono. Estes e outros
grupos hidrocarbilo podem opcionalmente conter um grupo ou
grupos carbonilo (que é/sdo incluido(s) na contagem de
carbono) e/ou um heterodtomo ou heterodtomos (tais como,
pelo menos, um oxigénio, enxofre, azoto ou silicio) na
cadeia ou anel.

O termo “hidrocarbilo funcional” no contexto da
presente invencédo, e nas fdérmulas acima, refere-se em geral
a um hidrocarbilo com um péndulo e/ou funcionalidades
“reativas” de terminal e/ou “reativas latentes” e/ou grupos
de partida. As funcionalidades reativas referem-se a
funcionalidades que sao reativas com funcionalidades comuns
de mondémero/polimero em condicgdes normais bem compreendidas
pelos peritos na técnica relevante. 0Os exemplos de
funcionalidades reativas sdo grupos que contém hidrogénio
ativo, tais como hidroxilo, amino, carboxilo, tio, amido,
carbamoil e metileno ativado; grupos isocianato, ciano e
epoxi; grupos etilenicamente insaturados, tais como alilo e
metalilo; e grupos insaturados ativados, tais como acriloil
e metacriloil, e maleato e maleimido (incluindo as adugdes

de Diels—-Alder dos mesmos com dienos, tais como butadieno).
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As funcionalidades reativas latentes no significado da
presente invencdo, e tal como serd claramente compreendido
pelos peritos na técnica relevante, referem-se a
funcionalidades reativas que sao bloqueadas ou dissimuladas
para impedir uma reag¢do prematura. Os exemplos de

funcionalidades reativas latentes sdo cetiminas e aldiminas

(aminas blogueadas, respetivamente, com cetonas e
aldeidos); sais de amina-carboxilato; e isocianatos
blogqueados, tais Ccomo 4dlcool (carbamatos), oxima e

variacdes blogqueadas de caprolactama. Um grupo “de partida”
no significado da presente invencdo, e tal como seré
claramente compreendido pelos peritos na técnica relevante,
¢ um substituinte ligado a <cadeia ou ao anel de
hidrocarbilo que, durante a reacdo, & deslocado para criar
uma valéncia num Atomo de carbono ou heterodtomo na cadeia
ou anel de hidrocarbilo. 0Os exemplos de grupos de saida séao
dtomos de halogéneo, tais como cloro, bromo e iodo; sais de
aménio quaterndrio; sais de sulfdnio; e sulfonatos.

Um monossacdrido ou dissacdrido da presente invencédo é
preferencialmente glicose, frutose, ribulose, galactose,
manose, celobiose, alose, altrose, ribose, xilose,
arabinose, sacarose ou lactose. Mais preferencialmente,
trata-se de D-glicose, D-ribose, D-galactose, D-lactose, D-
xilose ou D-sacarose.

Numa forma de realizacdo preferida, o monossacdrido ou
dissacéarido é acetilado, preferencialmente, pelo menos, di-
acetilado e, mais preferencialmente, tri-acetilado.

O termo “halogéneo” indica fltor, cloro, bromo ou
iodo. Preferencialmente, trata-se de fluor ou cloro.

Conforme agqui utilizado, aminodcido significa um L- ou
D-aminoacido (ou um residuo do mesmo), preferencialmente L-
, selecionado a partir do grupo que consiste em alanina,
arginina, asparagina, &4cido aspéartico, cisteina, glutamina,
dcido glutéamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina,

lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
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triptofano, tirosina ou valina. O termo péptido corresponde
a dois ou mais aminodcidos unidos por uma ligacéo
peptidica, preferencialmente com 2 a 8 aminoadcidos e, mais
preferencialmente, com 2 a 6 aminodcidos.

Administracdo e Preparacgdes Farmacéuticas

A invengao pode ser utilizada para tratar um animal
com uma doencga de tipo inflamatdrio conforme definido nas
reivindicacgdes, em que ¢é preferivel que o animal seja um
mamifero e, mais preferivel, que o animal seja um ser
humano.

Convém igualmente mencionar que 0s beneficios
terapéuticos sé&o habitualmente realizados pela
administracdo de, pelo menos, 1, 2, 3 ou mais dos compostos
de forma simultdnea ou sequencial. Os compostos conforme
definido nas reivindicacdes também podem ser combinados com
outras terapias para fornecer quantidades terapeuticamente
eficazes combinadas. O composto pode ser administrado, por
exemplo, em conjunto com agentes adicionais,
preferencialmente agentes anti-inflamatdrios.

Numa forma de realizacdo preferida, a composicgéao
farmacéutica para o tratamento de uma doenga inflamatédria
associada a expressédo de citocinas pré-inflamatodrias
conforme definido nas reivindicag¢des inclui um ou mais
compostos conforme descrito acima; um agente anti-
inflamatdério, e um veiculo farmaceuticamente aceitével, em
que o agente anti-inflamatdério é selecionado a partir do
grupo que consiste: num analgésico; num agente
antirreumatico; num agente gastrointestinal; numa
preparacao contra a gota; em glicocorticoides; numa
preparacao oftdlmica; num agente respiratdério; numa
preparacdao nasal; e num agente de membrana mucosa.

Preferencialmente, o analgésico é selecionado a partir
do grupo que consiste em: naproxeno, indometacina,
ibuprofeno, cetorolaco de trometamina, trissalicilato de

magnésio de colina e rofecoxib; o agente antirreumdtico é
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selecionado a partir do grupo que consiste em:
ciclosporina, sulfassalazina, valdecoxib, penicilamina e
dexametasona; o agente gastrointestinal ¢é selecionado a
partir do grupo gue consiste em: mesalamina, balsalazida
dissdédica e olsalazina sdédica; a preparagdo para a gota €
sulindac; o glicocorticoide é selecionado a partir do grupo
que consiste em: dexametasona, fosfato de dexametasona,
acetato de metilprednisolona, hidrocortisona e fosfato de
sédio de hidrocortisona; a preparacdo nasal é selecionada a
partir do grupo que consiste em monohidrato de dipropionato
de beclometasona, propionato de fluticasona, acetonido de
triancinolona, flunisolida, monohidrato de furoato de
mometasona e budesonida; a preparacao oftdlmica é
cetorolaco de trometamina; o) agente respiratério é
nedocromil sdédico; e o agente de membrana mucosa &
selecionado a partir do grupo que consiste em: dipropionato
de alclometasona, butirato de hidrocortisona,
flurandrenolida, wvalerato de betametasona e propionato de
clobetasol.

Noutra forma de realizacgdao preferida, a composicgéao
farmacéutica compreende meisoindigo e/ou NATURA.
Habitualmente, o veiculo farmaceuticamente aceitdvel € um
diluente inerte.

As composicgdes farmacéuticas podem assumir uma
variedade de formas adaptadas a via de administracéao
escolhida conforme descrito acima. Os peritos na técnica
irdo reconhecer véarias metodologias sintéticas que podem
ser utilizadas para preparar composicdes farmaceuticamente
aceitdveis nado todéxicas dos compostos aqui descritos. Os
peritos na técnica irdo reconhecer uma grande variedade de
solventes farmaceuticamente aceitdveis ndo toéxicos que
podem ser utilizados para preparar solvatos dos compostos
da invencdo, tais como &gua, etanol, 6leo mineral, &leo
vegetal e dimetilsulfdxido.

As composicbes podem ser administradas de forma oral,
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tépica, parentérica, por inalacgdo ou pulverizacdo ou de
forma retal em formulacdes de unidade de dosagem que contém
veiculos, adjuvantes ou veiculos farmaceuticamente
aceitdveis ndo téxicos convencionais. E ainda compreendido
que o melhor método de administracdo pode ser uma
combinacdo de métodos. A administracdo oral na forma de um
comprimido, cépsula, elixir, =xarope, rebucado, trocisco ou
afins ¢é particularmente preferida. O termo parentérico
conforme aqui utilizado inclui injecdes subcuténeas,
injecdo intradérmica, intravascular (por ex., intravenosa),
intramuscular, epidural, intratecal ou técnicas de infuséo
ou injecdo semelhantes.

As composicdes farmacéuticas encontram-se
preferencialmente numa forma adequada para a utilizacgéao
oral, por exemplo, como pastilhas, trociscos, rebucados,
suspensdes agquosas ou oleosas, granulos ou pds solaveis,
emulsdo, cépsulas duras ou moles ou xaropes ou elixires.

As composicdes destinadas a utilizacdo oral podem ser
preparadas de acordo com gqualquer método conhecido na
técnica para o fabrico de composicdes farmacéuticas, e
essas composigdes podem conter um ou mais agentes
selecionados a partir do grupo gque consiste em agentes
adocantes, agentes aromatizantes, agentes corantes e
agentes conservantes, de modo a fornecer preparacdes
farmaceuticamente saborosas e com bom aspeto. As pastilhas
podem conter o ingrediente ativo na mistura com excipientes
farmaceuticamente aceitdveis nédo téxicos adequados para o
fabrico das pastilhas. Estes excipientes ©podem, por
exemplo, ser diluentes inertes, tais como carbonato de
cdlcio, carbonato de sdédio, lactose, fosfato de célcio ou
fosfato de sdédio; agentes de granulacdo e desintegracéo,
por exemplo, amido de milho ou &cido alginico; agentes de
ligacédo, por exemplo, amido, gelatina ou acécia; e agentes
de lubrificacédo, por exemplo, estearato de magnésio, acido

estedrico ou talco. As pastilhas podem ndo ser revestidas
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ou podem ser revestidas através de técnicas conhecidas para
adiar a desintegracdo e absorg¢do no trato gastrointestinal
e fornecer assim uma acgdo prolongada durante um periodo de
tempo mais longo. Por exemplo, ¢é possivel wutilizar um
material de adiamento de tempo, tal como monoestearato de
glicerilo ou diestearato de glicerilo.

As formulacgdes para a utilizacdo oral também podem ser
apresentadas como cépsulas duras de gelatina, em qgue o
ingrediente ativo ¢é misturado com um diluente sdélido
inerte, por exemplo, carbonato de célcio, fosfato de célcio
ou caulino, ou como cépsulas moles de gelatina, em que o
ingrediente ativo é misturado com agua ou um meio de dleo,
por exemplo, éleo de amendoim, parafina liquida ou azeite.

As suspensdes aquosas contém os materiais ativos numa

mistura com excipientes adequados para o fabrico de

suspensdes aquosas. Esses excipientes sdo agentes de
suspensido, por exemplo carboximetilcelulose de sddio,
metilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, alginato de

sdédio, polivinilpirrolidona, goma tragacanto e goma acacia;
e agentes de dispersdao ou humedecimento, gque podem ser um
fosfatido que ocorre naturalmente, por exemplo lecitina, ou
produtos de condensacdo de um 6xido de alguileno com &cidos
gordos, por exemplo estearato de polioxietileno, ou
produtos de condensacdo de O6xido de etileno com &lcoois
alifaticos de cadeia longa, por exemplo
heptadecaetilenoxicetanol, ou produtos de condensacado de
6xido de etileno com ésteres parciais derivados de &cidos
gordos e um hexitol, tal como monooleato de sorbitol de
polioxietileno, ou produtos de condensacdo de 6xido de
etileno com ésteres parciais derivados de &cidos gordos e
anidrido de hexitol, por exemplo monocoleato de sorbitano de
polietileno. As suspensdes aquosas também podem conter um
ou mais conservantes, por exemplo etilo, ou n-propilo p-
hidroxibenzoato, um ou mais agentes corantes, um ou mais

agentes aromatizantes e um ou mais agentes adocantes, tais
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como sacarose ou sacarina.

As suspensdes oleosas podem ser formuladas através da
suspensdo dos i1ngredientes ativos num &leo vegetal, por
exemplo 6leo de amendoim, azeite, dleo de sésamo ou 6leo de
coco, ou num &éleo mineral, tal como parafina liquida. As
suspensdes oleosas podem conter um agente de espessamento,
por exemplo cera de abelhas, parafina dura ou 4&alcool
cetilico. Os agentes adocantes, tais como os apresentados
acima, e o0s agentes aromatizantes podem ser adicionados
para fornecer preparacgdes orais saborosas. Estas
composicdes podem ser conservadas através da adicdo de um
antioxidante, tal como &cido ascdrbico.

Os gréanulos e pds soluveis adequados para a preparacao
de uma suspensao aquosa através da adicgdo de &agua fornecem
0 ingrediente ativo numa mistura com um agente de disperséao
ou humedecimento, agente de suspensdo e um ou mais
conservantes. Os agentes de dispersdo ou humedecimento e o0s
agentes de suspensdo adequados sao exemplificados pelos Jja
mencionados acima. Os excipientes adicionais, por exemplo
agentes adocgantes, aromatizantes e corantes, podem
igualmente estar presentes.

As composigdes farmacéuticas também podem estar na
forma de emulsdes de 6leo em adgua. A fase oleosa pode ser
um 6leo vegetal, por exemplo azeite ou dleo de amendoim, ou
um 6leo mineral, por exemplo parafina liquida ou misturas
destes. Os agentes emulsionantes adequados podem ser gomas
que ocorrem naturalmente, por exemplo goma acacia ou goma
tragacanto; fosfatidos que ocorrem naturalmente, por
exemplo rebento de soja, lecitina e ésteres ou ésteres
parciais derivados de &cidos gordos e hexitol; anidridos,
por exemplo monooleato de sorbitano; e produtos de
condensacdo dos referidos ésteres parciais com d6xido de
etileno, por exemplo monooleato de sorbitano de
polioxietileno. As emulsdes também podem conter agentes

adocantes e aromatizantes.
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Os xaropes e elixires podem ser formulados com agentes
adogcantes, por exemplo glicerol, propilenoglicol, sorbitol
ou sacarose. FEssas formulagdes também podem conter um
demulcente, um conservante e agentes aromatizantes e
corantes. As composicdes farmacéuticas podem estar na forma
de uma suspensao oleaginosa ou aquosa injetéavel
esterilizada. Esta suspensdo pode ser formulada de acordo
com a técnica conhecida utilizando os agentes de disperséo
ou humedecimento e agentes de suspensdo adequados, que
foram mencionados acima. A preparacéao injetével
esterilizada também pode ser uma solugdo ou suspensado
injetéavel esterilizada num solvente ou diluente nédo tdxico
aceitdvel de forma parentérica, por exemplo como uma
solugdo em 1,3-butanodiocl. Entre os solventes e veiculos
aceitédveis que podem ser utilizados encontram-se a &agua, a
solucdo de Ringer e a solucdo 1isotdnica de cloreto de
sédio. Além disso, o0s O6leos fixos e esterilizados séao
utilizados de forma convencional como um solvente ou meio
de suspensado. Para este efeito, é possivel wutilizar
qualquer 6leo fixo insipido, incluindo mono- ou
diglicéridos sintéticos. Além disso, os &cidos gordos, tal
como o &cido oleico, podem ser utilizados na preparacdo de
injetéaveis.

A composicdo também pode ser administrada na forma de
supositdérios, por ex., para a administracdo retal do
fdrmaco. Estas composicgdes podem ser preparadas misturando
o fadrmaco com um excipiente adegquado que nado provoque
irritagcdo e que seja sdélido a temperaturas normais, mas
ligquido a temperatura retal, derretendo-se assim no reto
para libertar o féarmaco. Esses materiais s&o manteiga de
cacau e polietilenoglicdis.

Em alternativa, as composigdes podem ser administradas
de forma parentérica num meio esterilizado. O féarmaco,
dependendo do veiculo e concentracgcdo utilizados, pode ser

suspenso ou dissolvido no veiculo. Vantajosamente, o0s
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adjuvantes, tais como oS agentes de tamponamento,
conservantes e anestesiantes locais, podem ser dissolvidos
no veiculo.

Para a administragcdo em animais ndao humanos, a
composicdo gque contém o composto terapéutico pode ser
adicionada a 4&gua potavel ou alimentacdo do animal.
Igualmente, serd conveniente formular produtos de 4&gua
potdvel e alimentacdo do animal, de modo a que o animal
ingira uma quantidade apropriada do composto na respetiva
dieta. Além disso, serd conveniente apresentar o composto
numa composicdo como uma pré-mistura para a adicgdo a
alimentacdo ou &agua potavel. A composicdo também pode ser
adicionada como um suplemento alimentar ou de bebida para
0s seres humanos.

Os niveis de dosagem na ordem de cerca de 5 mg a cerca
de 250 mg por guilograma de peso corporal por dia e, mais
preferencialmente, de cerca de 25 mg a cerca de 150 mg por
quilograma de peso corporal por dia sdao Uteis no tratamento
das condicbes indicadas acima. A quantidade de ingrediente
ativo que pode ser combinada com os materiais de portador
para produzir uma Unica forma de dosagem 1ird variar
dependendo da condicdo que estd a ser tratada e do modo
especifico de administracdo. Geralmente, as formas de
unidade de dosagem irdo conter entre cerca de 1 mg e cerca
de 500 mg de um ingrediente ativo. A dosagem seréa,
preferencialmente, pelo menos, trés vezes menos para tratar
doencas inflamatérias através da modulacdo de citocinas do
que a necessaria para tratar disturbios proliferativos
através da inibicdo de CDKs. Por exemplo, uma dosagem de
Meisoindigo para tratar LMC é geralmente de cerca de 125 mg
por dia, enquanto a dosagem de Meisoindigo para tratar DII
¢ habitualmente apenas de 25 mg por dia. Isto deve-se a
quantidade inferior significativa necesséaria para a
regulacédo de citocinas através desta classe de moléculas em

comparacdo com a necessadria para regular CDKs.
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A frequéncia da dosagem também pode variar dependendo
do composto wutilizado e da doencga especifica tratada.
Contudo, para o tratamento da maioria dos disturbios, ¢é
preferido um regime de dosagem de 4 vezes por dia ou menos.
Todavia, serd compreendido que o nivel de dose especifico
para qualguer paciente em particular dependerda de uma
variedade de fatores, incluindo a atividade do composto
especifico utilizado, a idade, o peso corporal, a saude
geral, o sexo, a dieta, a duracdo de administracéo, a via
de administracdo e a taxa de excrecdao, a combinacdo de
fadrmacos e a gravidade da doenca especifica que estd a ser
submetida a terapéutica.

Os compostos preferidos terdo propriedades
farmacoldgicas desejdveis que incluem, mas ndo se limitam
a, biodisponibilidade oral, baixa toxicidade, ligacéao de
proteina de soro inferior e meias-vidas in vitro e 1in vivo
desejaveis. A penetracgdo da barreira hematoencefdlica para
compostos utilizados para tratar distuirbios do SNC ¢é
necesséaria, embora sejam muitas vezes preferidos niveis
cerebrais baixos de compostos utilizados para tratar
disturbios periféricos.

Os ensaios podem ser utilizados para prever estas
propriedades farmacoldgicas desejaveis. Os ensaios
utilizados para prever a biodisponibilidade incluem
transporte através das monocamadas de células intestinais
humanas, incluindo monocamadas de células Caco-2. A
toxicidade para hepatdcitos cultivados pode ser utilizada
para prever a toxicidade do composto. A penetracao da
barreira hematoencefdlica de um composto nos seres humanos
pode ser prevista a partir dos niveis cerebrais de animais
de laboratdério que recebem o composto de forma intravenosa.

A ligagdo de proteina de soro pode ser prevista a
partir de ensaios de ligacao de albumina. Esses ensaios sao
descritos num estudo de Oravcova, et al. (Journal of

Chromatography B (1996) volume 677, paginas 1 a 27).
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A meia-vida do composto €& inversamente proporcional a
frequéncia de dosagem de um composto. As meias-vidas in
vitro dos compostos podem ser previstas a partir de ensaios
de meia-vida microssomal conforme descrito por Kuhnz e
Gieschen (Drug Metabolism and Disposition, (1998) wvolume
26, paginas 1120 a 1127).

A quantidade da composicéao necesséaria para a
utilizagdo no tratamento ird variar ndo sé com o composto
especifico selecionado, como também com a via de
administracdo, a natureza da condicdo dque estd a ser
tratada e a idade e a condigdo do paciente e, por fim,
ficard ao critério do clinico ou médico assistente.

Indicag¢des Terapéuticas de Meisoindigo e Outros Derivados

de Isoindigo, Indigo e Indirubina

A invengdo é definida nas reivindicagdes em anexo.

Nos ultimos 10 anos, o desenvolvimento dos inibidores
de TNF-o e outras citocinas foi uma das &areas mais ativas
do desenvolvimento de féarmacos para o tratamento de varias
doencas de tipo inflamatdério. Embora pequenos periodos de
resultados clinicos que aplicam esses inibidores
especificos para o tratamento de varias doencas de tipo
inflamatério sejam positivos e até entusiasmantes, e o
futuro desenvolvimento da terapéutica anticitocinas e anti-
TNF-o em geral seja interessante (34), a eficacia a longo
prazo destes tratamentos foil desafiada pelo facto de o
processo patoldégico de doengas de tipo inflamatédrio
envolver ndo sé uma uUnica via, como um sistema de rede de
citocinas complicado.

As citocinas pré-inflamatdrias foram implicadas numa
vasta gama de processos inflamatérios patoldgicos, tal como
a expressdo reduzida de citocinas anti-inflamatdrias.

A FIG. 1 ilustra a representacdo esquemdtica de
processos patoldédgicos nas doencas de tipo inflamatdrio
humanas que envolvem vVvarias citocinas e fatores de

crescimento fornecendo uma representacdo esquemdtica de
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papéis de citocinas pré-/anti-inflamatdérias e fatores de
crescimento, e locais de acao de derivados, tais como
Meisoindigo, no processo patoldgico de doencas de tipo
inflamatdrio crdénicas: a estimulacao patoldégica da
inflamagdo faz com que as células recetivas inflamatdrias
(linfdécitos, mondcitos, neutrdfilos, células endoteliais,
macréfagos de tecido e mastdcitos) libertem citocinas pré-
inflamatérias e fatores de crescimento. Como consequéncia,
estas citocinas pré-inflamatédérias e fatores de crescimento
originam a saida de células imunes, neutréfilos e mondcitos
do fornecimento de sangue e a respetiva acumulacao
subsequente nos locais de inflamacdo. Consequentemente,
isto provoca varias doencas de tipo inflamatdério e/ou
disturbios autoimunes. Estas doengas incluem doenca
inflamatéria intestinal (DII), psoriase, artrite
reumatoide, neurodegeneracdo e outras. O Meisoindigo, em
baixas concentracdes (por ex., 30 nM) inibe a producdo de
miltiplas citocinas pré-inflamatdrias, incluindo IL-1(3, IL-
6 e TNF-o, e estimula a citocina anti-inflamatdria IL-10.

O Quadro 1 resume o envolvimento de varias citocinas
no processo patoldgico de disturbios autoimunes. Embora
sejam detetados aumentos significativos em varias citocinas
pré—-inflamatdrias nos tecidos/é6rgéos de doencas
autoimunoldgicas, algumas citocinas reguladoras sao
moderadamente elevadas para equilibrar as citocinas pré-
inflamatérias ativadas de forma excessiva. Igualmente,
parte-se do principio de que os disturbios autoimunes séo
causados por um desequilibrio entre as citocinas proé-
inflamatérias e as reguladoras (48).

As observacdes mostram que o Meisoindigo regula de
forma descendente a secrecdo/expressao de diversas
citocinas pré-inflamatdrias principais: TNF-«, IL-1 e IL-6,
e regula de forma ascendente as citocinas anti-
inflamatérias IL-10. A expressao “consequéncias da

libertagdo de citocinas prdé-inflamatdrias e fatores de
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crescimento” refere-se a epidermotropismo
K6/16,

infiltracdo de neutrdéfilos ativados e células

de células T,

inducéao de hiperproliferacéao macréfagos de

revestimento,

T, aumento e ativacdo de mastédcitos, indugdo de ICAM-1 e

MHC de classe II, angiogénese, alteracdo na permeabilidade
vascular, apoptose, lesdo no cérebro e sistema nervoso
central, regulagdo da proliferagdo de células sinoviais,

degradacdo de cartilagem e reabsorcido déssea.
QUADRO 1. Lista de citocinas de fatores de crescimento

envolvidos no processo patoldgico de varios disturbios

inflamatdrios
Crescimento Regulador Citocinas Quimiocinas Fatores de
Pré—inflamatdrio Reguladoras Crescimento
TNE - I1-4 IL-8 FGF
LT IL-10 Groux PDGF
LIF IL-11 MIP-1 VEGF
Oncostatina M W-13 MCP-1 GM-CSF
W1l5 ENA-78 M-CSF
IFNclo/p RANTES TGF-
IFNy
IL-1a, B
IL-2
IL-3
IL-6
IL-7
IL-9
IL-12
IL-17
IL-18

Doenca Inflamatdéria Intestinal

(DITI) :

doenca de Crohn

(DC)

e colite ulcerativa

a DIT compreende
(CU),

doengas de tipo inflamatédério crénicas de sobreposicéo do

trato gastrointestinal causadas pela desregulacgéao
sistema imunitédrio (20). Os pacientes com DII tém
fungdo de barreira epitelial intestinal defeituosa,

que sao 2
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permite a colonizacd&o Dbacteriana dos epitélios. Como
consequéncia, os produtos bacterianos e as citocinas pré-
inflamatérias (TNF-o, IL-1 e IL-6) causam uma estimulacéo
inflamatdéria persistente. Os antigénios Dbacterianos séo
introduzidos no sistema imunitério pelas células
dendriticas da mucosa e macréfagos. Em resposta, 0S
fagdcitos intestinais (sobretudo mondcitos e neutrdfilos)
proliferam e aumentam a expressado e secrecao de citocinas
pré-inflamatdrias. Tal como os inibidores de crescimento
celular e 0s indutores de diferenciacao celular
demonstraram na patente anterior, o Meisoindigo e o0s
compostos da fdérmula (I) ou (II) ird&o inibir eficazmente a
proliferacdo hiperativa dessas células inflamatdrias, ao
mesmo tempo gue suprimem a respetiva expressdo/secrecdo das
citocinas pré—-inflamatédrias conforme demonstrado nos
Exemplos 1 a 4. Esta conclusdo foil confirmada nos modelos
de animal, bem como num paciente com DII, conforme
ilustrado nos Exemplos 7 e 8.

Psoriase: as citocinas sdo mensageiros intercelulares
gque tém um papel importante no desenvolvimento e na
manutencdo da inflamacdo cuténea. Foi referido que diversas
citocinas desempenham papéis crucials na patogénese de
disturbios de pele inflamatdrios. IL-1, TINF-o e IFN-vy
induzem a expressdo de ICAM-1 e o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe II (48, 49). 1IL-1,
TNF-o e o fator de estimulacdo de coldnias de granuldbcitos-
macréfagos sdo capazes de induzir a ativacdo, a maturacdo e
a migracdo de células dendriticas, e IL-1 ativa os
mastécitos (50). IL-6 e TGF-o melhoram a proliferacdo de
queratindcitos. IL-1, TNF-«, TGF-o e VEGF induzem a
angiogénese e atraem as células inflamatdérias (51-53). A
primazia das citocinas na obtencéao das respostas
imunitdrias cutédneas torna-as num alvo altamente atrativo
para novos modificadores de resposta bioldgica (18). Por

conseguinte, como reguladores de multiplas citocinas, as
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moléculas pequenas reivindicadas nesta invencéo, 0
Meisoindigo e os compostos da férmula (I) ou (II) seréo
eficazes contra a psoriase. Conforme ilustrado no Exemplo
6, foi demonstrado num modelo de roedor que o Meisoindigo
foi verdadeiramente eficaz de uma forma dependente da dose
contra a psoriase e o efeito foi melhor do que o MTX do
controlo positivo.

Artrite reumatoide (AR): o papel da rede de citocinas

na mediacdo da inflamacdo e destruicdo de articulacgdes na
AR foil extensivamente investigado nos ultimos anos. Além de
TNF-o, IL-1 desempenha um papel central na patogénese e nas
manifestacgbdes clinicas da AR (54). A capacidade de IL-1
para causar uma inflamacdo e um desgaste das articulacdes e
para inibir os processos de reparagcdao dos tecidos foi
claramente estabelecida nos sistemas in vitro e nos modelos
de animal, e o alivio dos sintomas inflamatdrios em
pacientes com AR foi alcancado através do bloqueio de IL-1
(55). IL-6 ¢é uma citocina multifuncional que regula a
resposta imunitdria, a hematopoiese, a resposta de fase
aguda e a inflamacd&o. A desregulacao da producdo de IL-6
estd relacionada com a patologia de diversas doencas,
incluindo AR. A abordagem terapéutica para bloquear o sinal
IL-6 foi realizada utilizando o anticorpo anti-IL-6R
humanizado para AR entre outras doencgas (11, 56). IL-10 é
uma citocina anti-inflamatdéria. A expressdo de IL-10
mostrou prevenir a artrite ou melhorar a doenca em modelos
de animal (57, 58). Embora seja &ébvio gque as citocinas,
tais como TNF-¢, IL-1, IL-6 e IL.-10, tém papéis
independentes, as mesmas funcionam em simultdneo na
mediacdo de determinados processos patofisioldégicos na AR.
A descoberta de uma classe de moléculas descritas nesta
invencdo, que sao capazes de modular estas citocinas
diferentes, iréd resultar num progresso terapéutico
dramatico no tratamento de AR.

Esclerose Multipla (EM) : a EM é um disturbio
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inflamatdério autoimune. Embora a causa para o corpo atacar
a sua prépria mielina em pacientes com EM permanecga Pouco
clara, as citocinas desreguladas estao claramente
envolvidas no processo da doenca. Através da utilizacgdo de
encefalomielite autoimune experimental (EAE), um modelo
muito utilizado para estudos da EM com base em semelhancas
autoimunes, histopatoldgicas, genéticas e c¢linicas, foi
demonstrado que no estddio ativo inicial tanto a EAE como a
EM sao caracterizadas pela presenca de circulos
inflamatdérios perivasculares disseminados no  SNC, um
processo no qual as citocinas quimioatraentes (quimiocinas)
desempenham um papel importante. Existem indicios de que a
expressdo de guimiocinas (familiares de IL-8) durante a
inflamagdo autoimune do SNC ¢é regulada por algumas
citocinas pré-inflamatdrias, tais como TNF (59). Os papéis
de outras citocinas pré-/anti-inflamatdrias, tais como IL-
1, IL-6 e IL-10, também foram confirmados em modelos de
animal com EAE (60-62), bem como em seres humanos (63). IL-
13 estd presente em lesdes de EM. O antagonista recetor IL-
1 (IL-1Ra) modera a 1indugdo de encefalomielite autoimune
experimental (EAE). Foi observado um risco maior de EM em
individuos com IL-1 elevado (relacdo de produgdo de 3 sobre
IL-TRa e relacdo de producdo de TNF elevado sobre IL-10
(63) .

Disturbios neurodegenerativos: a doenca de Alzheimer

(DA) e a doenca de Parkinson (DP) s&o os 2 disturbios
neurodegenerativos mais comuns relacionados com a
neuroinflamag¢do. A neuroinflamacdo € uma caracteristica do
tecido patologicamente afetado em diversos disturbios
neurodegenerativos. Estas alteragdes sao particularmente
observadas em areas cerebrails afetadas de casos de DA (64).
O papel das citocinas foi implicado na patogénese de DA,
embora o mecanismo através do qual as citocinas contribuem
para a patogénese ndo seja totalmente compreendido. Na DA,

as micrdéglias, especialmente as associadas a depdsitos de
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amiloide, tém um fendtipo que & consistente com um estado
de ativacdo, incluindo a imunorreatividade com anticorpos
para antigénios ©principais de histocompatibilidade de
classe II e para citocinas inflamatdérias, IL-1p e TNF-«
(65). Uma das principais caracteristicas neuropatoldgicas
da DA é o depdsito no cérebro de placas senis que sao
sobretudo compostas por beta-péptido amiloide toéxico
(Abeta), que é gerado a partir de uma familia de Abeta que
contém proteinas precursoras (AbetaPP) . As citocinas
demonstraram estimular a expressido de genes da transcricgao
de AbetaPP (66). A andlise da ligacdo genética de ldécus que
controla a idade no inicio na DA e DP revelou uma
associagdo significativa de DA aos genes glutationa-S-
transferase, omega-1 e 2 (GSTOl, GSTO02) (7). A funcéao de
GSTO1 aparece relacionada com 0 processamento pbs—
translacdo da citocina pré-inflamatdéria IL-13 (67).

Inflamagao relacionada com pbds-radioterapia: as

doengas inflamatdérias relacionadas com lesbes de radiacgao
no reto e cdélon sigmoide sdo as complicacdes mais comuns
com radioterapia para cancros na regido pélvica, o qgue
inclui cancros da cérvix, do utero, da prdstata, da bexiga
e testiculos. A proctosigmoidite de radiacdo é a forma
clinicamente evidente mais comum de lesdo cdbdlica apds
irradiagdo pélvica com uma incidéncia de 5% a 20%.
Habitualmente, os pacientes apresentam sintomas de tenesmo,
hemorragia, diarreia de baixo volume e dor retal. E raro o
desenvolvimento de uma obstrucdo de baixo grau ou tratos
fistulosos nos 6rgdos adjacentes.

0O mecanismo da radioterapia é através das respetivas
les®des ao ADN nas células que proliferam ativamente. As
lesdes patoldégicas apds a radioterapia localizada no
intestino/célon podem ser divididas em fases agudas e
crdénicas. As alteracdes patoldgicas iniciais incluem uma
perda de linfécitos na lamina prépria e lesdes

microscdpicas nas células epiteliais da mucosa e células
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endoteliais vasculares. Estas alteracdes manifestam-se como
uma diminuicdo de vilosidade e uma diminuig¢do nas células
regenerativas da cripta e sdo seguidas por um edema
submucoso acentuado com um aumento da permeabilidade
vascular.

A endarterite progressiva parece ser o principal
mecanismo através do gqual ocorrem os efeitos crénicos, que
mais tarde se manifestam como fibrose progressiva
originando atrofia da mucosa, formacdo de estritura e
trombose, causando lesdes isquémicas secundédrias. A colite
por radiagdo na fase crénica demonstra uma deformacdo de
cripta muito significativa, uma telangiectasia wvascular e
fibrose da 1lamina prépria. Curiosamente, algumas destas
alteracdes patoldgicas estdo igualmente presentes na DII de
longa duracé&o (68).

Deste modo, as citocinas podem desempenhar um papel
essencial entre varias doencas gastrointestinais nas quais
a inflamagdo apresenta uma parte significativa. Estudos
recentes concentraram-se no papel crucial das citocinas na
DIT crénica (69-74). Para elucidar o papel das citocinas na
proctite por radiagdo, Indaram et al. (75) examinaram oOs
niveis de citocina da mucosa c¢dbélica em pacientes com
proctite por radiagdo e compararam estes valores com 0s
obtidos a partir de controlos normais e pacientes com DIT.
Foi detetado que os niveis da mucosa de IL-2, IL-6 e IL-8
eram significativamente  superiores e estatisticamente
significativos (p < 0,05) tanto na mucosa doente (5,62 =+
0,13, 1,60 + 0,31, 21,45 + 4,03 pg/mg) como na de aspeto
normal (3,83 + 0,78, 1,36 * 0,34, 13,45 = 3,18 pg/mg) no
grupo de proctite por radiacgdo, em comparacgcao com o0s dos
controlos normais (1,74 + 0,23, 0,67 « 0,05, 4,99 + 1,39
pg/mg) .

Deste modo, estas descobertas demonstram uma ativacgao
semelhante de c¢itocinas em pacientes com proctite por

radiacdo e DII. Nos pacientes com proctite por radiacgao,
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foi demonstrado que os niveis de IL-2, IL-6 e IL-8 na
mucosa eram significativamente superiores em comparagao com
0os controlos normais. Por sua vez, 0s pacientes com DII (CU
e DC) demonstraram niveis significativamente superiores de
citocinas, incluindo IL-1, IL-2, IL-6 e IL-8, em comparacgao
com os controlos normais.

A semelhanca na expressao de citocinas da mucosa
nestas 2 doencas refere-se diretamente de uma forma
plausivel a natureza inflamatdéria intensa das doencgas. Foi
exigido que esta semelhanca na ativacgdo de citocinas nestas
2 doencas possa traduzir-se nas alteracdes patoldgicas
semelhantes observadas na DII crdénica e proctite por
radiacdo. Esta hipdtese é suportada pelo facto de a gestédo
médica de proctite por radiacgdo, embora de forma muito
insatisfatdria, incluir o tratamento com varios derivados
de 4cido aminossalicilico e corticosteroides administrados
de forma oral ou tdépica. Estas opgdes de tratamento sao
idénticas a gestdo de DII.

Conforme demonstrado na presente invencao, o)
Meisoindigo e respetiva classe de moléculas pequenas sao
capazes da regulacao descendente de IL-1pB, IL-6 e TNF-«o, e
da regulacdo ascendente da citocina reguladora IL-10; devem
ser esperados uma elevada eficadcia e poucos efeitos
secunddrios para este tratamento.

Outras Doencas Relacionadas com a Desregulacdo das

Citocinas: a doencga cardiovascular (DCV), a aterosclerose e
a doenca metabdlica (a sindrome metabdlica) também foram
associadas a secrecédo/expressdo improéprias de citocinas
pré/anti-inflamatdérias (10, 12-14, 76).

Diabetes: um defeito fundamental na diabetes de tipo
IT é a resisténcia a insulina, devido a qual a insulina néo
consegue suprimir a produgdo de glicose do figado e
provocar o consumo através de tecidos periféricos,
resultando em hiperglicemia. As células [ pancredticas

respondem a glicose plasmatica em excesso através da
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secrecdo de mais 1insulina para superar os efeitos da
resisténcia a insulina. Uma vez que a resisténcia a
insulina melhora e as células f Jja& nédo sao capazes de
cumprir o regquisito para aumentar a quantidade de secrecéo
de insulina, os niveis de glicose plasmdtica aumentam e a
diabetes de tipo II desenvolve-se.

Muitos fatores podem contribuir para o inicio da
diabetes de tipo II. Uma vez que 80% dos pacientes com
diabetes de tipo II s&do obesos e a obesidade estd sempre
associada a resisténcia a insulina, 0S8 mediadores
moleculares que associam a obesidade a resisténcia a
insulina foram submetidos a uma investigacdo exaustiva.
Varios fatores foram identificados como causas que
contribuem para a resisténcia a insulina na obesidade e na
diabetes de tipo II associada a obesidade, especialmente os
produzidos pelo tecido adiposo, AGLs (Acidos gordos
livres), TNFa, IL-6, leptina, adiponectina e resistina.
Tanto os niveis de ARNm como de proteinas de TNFoa séo
altamente elevados nos tecidos adiposos de animais (77) e
seres humanos (78) obesos. Todos os tipos diferentes de
célula no tecido adiposo sao capazes de produzir citocinas.
Os adipécitos expressam recetores TNFoa e sao igualmente a
origem principal de TNFo, que se parte do principio que
funciona predominantemente de uma forma autdcrina/paracrina
no tecido adiposo.

A exposigdo a longo prazo de células cultivadas (79)
ou animais (80) a TNFa induz resisténcia a insulina, ao
passo que a neutralizacéo de TNFo aumenta a sensibilidade a
insulina e reduz a hiperglicemia num modelo de animal com
diabetes de tipo II (81l). A auséncia de TNFa ou recetores
TNE o por inativacéao (knock-out) de genes melhora
significativamente a sensibilidade & insulina em modelos de
animais obesos (82).

Foram propostos mecanismos para a resisténcia a

insulina induzida por TNFoa em adipdécitos, bem como de forma
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sistémica (83). TNFa inibe a fosforilacdo de recetor de
insulina e substrato do recetor de insulina-1 (IRS-1)
através do inibidor Kb guinase-f (IKK-B). A ativacéo NF-kB
através de TNF o é obrigatdéria para a repressao de genes
ricos em adipdcitos essenciais para a funcdo do adipdcito,
e ¢é igualmente suficiente para inibir a transcricdo de
genes mediada por PPAR-gama. TNFoa também estimula a
lipdlise e outra expressdo de citocinas no tecido adiposo e
provoca a libertacdo de AGLs. Na realidade, os niveis de
FFVs plasmdticos aumentam antes da hiperglicemia evidente
em alguns modelos de animal de resisténcia a insulina (83).
Existem vastos indicios que implicam AGLs plasmaticos em
excesso na inducdo e progressdo de resisténcia a insulina
sistémica. Nos hepatdcitos, os AGLs contribuem para uma
produgcdo de VLDL e glicose excessiva. Nas células
musculares, o nivel elevado de AGL prejudica a sinalizacéo
de insulina e provoca a oxidagdo de AGL originando uma
glicose oxidase muito reduzida.

Os féarmacos de sensibilizacdo a insulina atualmente
disponiveis, que pertencem ao agonista PPAR-gama, inibem o
perfil de expressdo de genes de adipdécitos induzidos por
TNFo através da via NF-kB (84). Uma vez que TNFoa derivada
de adipdcito funciona como um fator autdcrino ou paracrino,
a ministracdo sistémica de anticorpo TNFua pode nédo ser
eficaz no bloqueio da atividade Dbioldgica de TNF«
expressada localmente no tecido adiposo (85). NATURA, dgue
representa um novo tipo de inibidor TINFa de molécula
pequena que distribui através de difusdo simples, pode
assim ser um agente eficaz para bloquear a funcdo de TNF«
expressado localmente e potencialmente Util no tratamento
da diabetes de tipo 2.

A diabetes mellitus de tipo I é uma doenca autoimune
caracterizada pela infiltracéd&o de células mononucleares nos
ilhéus de Langerhans e a destruicdo seletiva das células

beta de producdo de insulina. Enguanto as células T CD8+
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podem ser iniciadores importantes, as células T CD4+ (86) e
os macréfagos (87, 88) sdo os principais efetores celulares
do processo imunitdrio que originam a morte de células
beta. 0s macrdéfagos ativados segregam diretamente IL-1lbeta,
IL-6, IL-12, TNFalfa, e provocam indiretamente a producao
de INF-gama a partir de células T ativadas. O envolvimento
de citocinas, como TNFalfa, INF-gama, IL-lbeta, IL-6 e IL-
10, na patogénese da diabetes de tipo 1 foi bem clarificado
através de estudos de correlacgcdo da expressdo de citocinas
e desenvolvimento de diabetes de tipo I, estudos de aumento
de citocinas e estudos de insuficiéncia de citocinas (89).
Além dos anticorpos de neutralizacdo de citocinas e dos
recetores de citocinas soluveis, 0os compostos anti-
inflamatdérios também mostram os efeitos do adiamento ou
prevengdo do inicio da diabetes de tipo 1 nos modelos de
animal.

A patogénese da diabetes, da insulite a destruigéo
completa das células beta, ¢é um processo relativamente
crénico. Meisoindigo, NATURA e outros derivados inibem as
citocinas pré-inflamatdrias e estimulam as citocinas anti-
inflamatdérias e, como tal, podem ser utilizados como
agentes para impedir ou adiar o inicio da doencga, bem como
tratéa-la.

Resumindo, a desregulacgdo das citocinas estd envolvida
numa variedade de doencas, incluindo as doencgas de tipo
inflamatdério e as normalmente ndo consideradas como doencas
de tipo inflamatdério. Uma molécula que seja capaz de
modular as citocinas pré- e anti-inflamatdérias deve
fornecer beneficios terapéuticos com o minimo de efeitos
secunddrios para todos os tipos de doencas relacionadas com
a disfuncdo destes componentes de inflamacdo. Conforme
demonstrado na presente invencgao, a natureza do
Meisoindigo, uma molécula pegquena representativa de
derivados de isoindigo, indigo e indirubina, na regulacédo

da expressdo/secrecdo de multiplas citocinas pré/anti-
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inflamatdérias permite que o0s compostos definidos nas
reivindicacgdes em anexo sejam utilizados eficazmente para
tratar distarbios de tipo inflamatdério associados a
expressdo de citocinas pré-inflamatdrias, conforme definido
nas reivindicag¢des em anexo.

EXEMPLOS

Exemplo 1: o Meisoindigo Reduz a Secrecdo de IL-[beta] em

Células THP-1 de Linha de Células Monociticas Humanas

Materiais e Métodos

Materiais: o Meisoindigo e NATURA foram sintetizados
por Natrogen Therapeutics, Inc., purificados através de
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) com uma
pureza de 98,5%, e as respetivas estruturas confirmadas
pela espetrometria de massa e ressonédncia magnética nuclear
(RMN) . O Meisoindigo é um cristal vermelho escuro com um
peso molecular de 376. Foi preparado numa solugao de
dimetilsulfdéxido (DMSO) e armazenado a -20 ©°C para as
experiéncias in vitro. A linha de células monociticas
humanas, THP-1 (920) foil adgquirida em ATCC. As células foram
mantidas de acordo com as instrugdes do fornecedor.
Aproximadamente, foram cultivadas 1x10° células/ml a 37 °C,
5% de CO, durante 24 horas no Meio RPMI-1640 Modificado
(Invitrogen) completado com 10% de FBS.

Métodos: as células foram estimuladas com ou sem 1 pM
de lipopolissacarido (LPS, Sigma) e expostas durante 24
horas a diferentes concentragdes de Meisoindigo (de 31,25
nM a 16.000 nM). A viabilidade das células foi examinada no
microscépio apds a coloragdo com azul de tripano. Os niveis
de proteina de IL-1p segregados nos meios de cultura pelas
células foram depois medidos através de ELISA e calculados
a partir da respetiva curva padrdao utilizando um Kit de
ensaio de R&D Systems de acordo com as instrucgdes
fornecidas pelo fornecedor. O método foil estabelecido e
validado através da obtencdo de uma boa curva padrdo. Um

exemplo da curva padrédo ¢ ilustrado na Fig. 2, painel A.



46

Andlise Estatistica: todos os dados foram expressados

como uma média + SD (desvio padrdo). A significéncia
estatistica de qualquer diferenca entre o controlo (LPS) e
0s grupos experimentais fol determinada pelo teste t de
Student. Os wvalores P entre o0os 2 grupos tém de ser, pelo
menos, inferiores a 0,05 para serem considerados
estatisticamente significativos.

Resultados e Discusséo

IL-1f é uma citocina pré-inflamatdria pleiotrdpica
envolvida no processo patoldgico de varias doencas de tipo
inflamatério. Para elucidar a atividade de Meisoindigo, uma
molécula pequena de representacdo de compostos da foérmula
(I) ou (II) contra a inflamacédo, foi examinada a atividade
de Meisoindigo na secrecdo de IL-1f nas células THP-1
monociticas humanas. Conforme ilustrado na Fig. 2, painel
B, o nivel bésico de IL-1B nas células THP-1 monociticas
humanas foi considerado Como nao sendo detetavel.
Anteriormente, foi demonstrado que os aumentos da proteina
IL-1B e dos niveis de ARNm em resposta ao lipopolissacérido
(LPS) sdo predominantemente um resultado da maior
transcrigcdao do gene (91, 92) . Nesta invencao, foi
igualmente observado que na estimulacdo de LPS, as células
THP-1 segregaram uma grande quantidade de IL-1f no meio
(92,38 + 3,667 pg/ml, Fig. 2, painel B). Curiosamente, a
secrecdo estimulada de IL-f foi significativamente inibida
ao expor simultaneamente as células ao Meisoindigo. Mais
importante, foi descoberto que o Meisoindigo é um inibidor
IL-1p potente, mas também moderado.

Esta caracteristica serd uma vantagem para 0s
pacientes no que respeita a uma eficdcia elevada com menos
efeitos secundarios quando for utilizada para o tratamento
de disturbios inflamatérios. Potente, uma vez gque foi
obtida repetidamente uma reducdo de mais de 50% da secrecéao
de IL-1p mediada por LPS gquando as células foram expostas

ao Meisoindigo em concentracgdes tédo baixas como 31,25 nM;
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moderado, uma vez que o aumento da concentracdo de
Meisoindigo até 8 puM né&do resultou numa maior redugdo da
secrecdo, indicando que a atividade alcancada foi maxima.
Isto ¢ diferente do efeito de Meisoindigo ou NATURA na
inibicdo de quinases dependentes de ciclinas (CDKs), na
qual é necessdria uma concentracdo muito mais elevada para
a inibicdo de 50% da atividade de CDK (aproximadamente 1,6
M) nas células de cancro da probéstata LNCaP, conforme
demonstrado na patente anterior.

O ultimo ponto ¢é significativo, uma vez que O
documento EP 1 079 826 do estado da técnica apenas explica
como inibir CDKs, em vez de citocinas. Como consequencia,
sao utilizadas concentracgdes muito inferiores de
medicamentos na presente 1invengdo em comparagao com O
estado da técnica. Além disso, determinados compostos
também podem ser adequados para a inibicdo de citocinas em
comparacdo com a inibig¢ao de CDK.

Exemplo 2: o Meisoindigo Inibe a Secregdo e Expressédo de

IL-6 em Células THP-1 de Linha de Células Monociticas

Humanas

Materiais e Métodos

Materiais: foi wutilizado o composto representativo
Meisoindigo. A linha celular e o procedimento de ELISA
foram iguais aos descritos no Exemplo 1. A proteina IL-6
padrédo foil utilizada para estabelecer uma curva padrac para
o célculo de IL-6 no meio segregado pelas células (células
ndo estimuladas ou estimuladas por LPS na presenga ou
auséncia de Meisoindigo). Uma curva padrao tipica ¢é
ilustrada na Fig. 3, painel A. A andlise estatistica também
seguiu o método descrito no Exemplo 1.

Métodos:

PCR em Tempo Real: o efeito de Meisoindigo na

transcrigdo de IL-6 (niveis de ARN) foi determinado por uma
técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

(PCR em tempo real). O ARN total foi extraido utilizando um
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minikit Qiagen Rneasy, e o0 gene HPRT foi utilizado como
controlo interno.

As células THP-1 monociticas humanas na fase de
crescimento exponencial foram expostas a 1 pg/ml de LPS, 1
uM de Meisoindigo ou 1 pg/ml de LPS mais 1 uM de
Meisoindigo durante 24 horas. As células foram depois
colhidas, lavadas e o ARN total extraido para o ensaio de
PCR em tempo real. O ARN total (300 ng) foi tratado com
DNase I (Promega, Madison, WI), e foram wutilizados
SuperScript II (Invitrogen, Carlsbad, CA) e oligo (dT) para
a transcricao reversa de acordo com as 1instrucdes dos
fabricantes. As reagbdes de PCR em tempo real foram
efetuadas num volume de 25 pL contendo ADNc diluido, Sybr
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e um primer
especifico do gene IL-6 <com 2,5 pM cada: R: 57—
TCAATTCGTTCTGAAGAGG (SEQ. ID N.° 1) e E: 57—
CCCCCAGGAGAAGATTCC (SEQ. ID N.° 2). Um analisador ABI
SDS7700 (Applied Biosystems) foi utilizado a 50 °C durante
2 minutos e 95 °C durante 10 minutos, seguido por 40 ciclos
a 95 °C durante 15 segundos e 60 °C durante 1 minuto. Os
resultados de ADNc de teste foram normalizados para o
controlo interno de HPRT medido na mesma placa. Apds 0S
ciclos, a especificidade da amplificacdo foi validada pela
geracdo de uma curva de fusdo através da desnaturacdo lenta
dos produtos PCR e, em seguida, pela eletroforese em gel.

Resultados e Discusséo

IL-6 ¢é outra citocina pré-inflamatdéria essencial
envolvida na inflamac&o. Por conseguinte, fol examinado o
efeito de Meisoindigo na secrecdo/expressdo. De forma
semelhante a IL-1B, o nivel bédsico de IL-6 ndo foi detetado
nas células THP-1 monociticas humanas. Na estimulacd&o com 1
ng/ml de LPS, as células segregaram moderadamente IL-6 para
os meios (33,64 £ 3,29 pg/ml). Foi descoberto dque o
Meisoindigo inibe fortemente a secrecdo de IL-6 nas células

THP-1 estimuladas por LPS. Aproximadamente, foi observada
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uma reducdo de 85% da secrecdo gquando @ as células
estimuladas foram expostas ao Meisoindigo na concentracédo
mais baixa de 31,25 nM da experiéncia (P < 0,001) (Fig. 3,
painel B).

Para explorar se a reducao da secrecdo de IL-6 mediada
por Meisoindigo se deveu a respetiva inibicdo na expresséo
de IL-6 estimulada por LPS, foi aplicada uma PCR em tempo
real para medir o efeito de Meisoindigo na transcricgdo de
ARNm de IL-6. Conforme ilustrado na Fig. 3, painel C, foi
observada uma inducdo significativa de transcricdo de IL-6
quando as células THP-1 foram expostas a 1 npg/ml de LPS, o
que ¢é consistente com os relatdérios anteriores (93).
Curiosamente, a transcricdo de IL-6 induzida por LPS pode
ser completamente suprimida expondo as células THP-1
estimuladas por LPS a 1 pM de Meisoindigo (P < 0,001). Esta
descoberta indica assim que a inibig¢do de Meisoindigo na
secrecdo de IL-6 estimulada por LPS resulta provavelmente
da supressao do agente na producao de IL-6 mediada por LPS
nas células THP-1.

A estimulagdo de LPS nos mondécitos humanos ativa vias
de sinalizacdo de transcrigcdo de IL-6. O LPS pode ligar a
uma proteina designada por proteina de ligacdo a LPS (LBP).
Foi demonstrado que, apds a respetiva transferéncia através
de LBP para o recetor de DC 14, o LPS interagiu com o
recetor de sinalizagcdo TLR4 e a proteina adicional MD-2.
Esta interacdo resultou na ativacdo de NF-kB e 3 MAP
quinases, aumentando assim a transcricdo de IL-6 (94, 95).
E necessaria mais investigacdo sobre se a supressdo de
Meisoindigo na transcricdo de IL-6 mediada por LPS se deve
a interrupgdo das vias de transducgcdo de sinal.

Exemplo 3: o Meisoindigo Suprime a Secrecdo de TNF-o nas

Células THP-1 Monociticas Humanas

Materiais e Métodos

Foi utilizado o composto representativo Meisoindigo. A

linha celular e o procedimento de ELISA para medir a
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secrecao de TNF-oa foram iguais aos descritos no Exemplo 1,
exceto o facto de a proteina TINF-a padrdo ter sido
utilizada para estabelecer uma curva padrdo para o calculo
da proteina segregada no meio pelas células (células néao
estimuladas ou estimuladas por LPS na presenga ou auséncia
de Meisoindigo). Uma curva padrdo tipica ¢é ilustrada na
Fig. 4, painel A.

0O efeito de Meisoindigo na transcricdo de TNF-o
(niveis de ARN) foi determinado por uma técnica de PCR em
tempo real utilizando o0s mesmos procedimentos descritos no
Exemplo 2, exceto o facto de os primers especificos para
TNF-o terem sido utilizados conforme apresentado em
seguida: 5’ -TGCCCAG-ACTCGGCARAG (SEQ. ID N.° 3) e
5" GGAGAAGGGTGACCGACT (SEQ. ID N.° 4). O ARN total foi
extraido utilizando um minikit Qiagen Rneasy, e o gene HPRT
foi utilizado como controlo interno.

As células THP-1 monociticas humanas gue cresceram
exponencialmente foram expostas a 0,1 pg/ml de LPS, 4 pM de
Meisoindigo ou 1 pg/ml de LPS mais 4 M de Meisoindigo
durante 24 horas. As células foram depois colhidas, lavadas
e o ARN total extraido para o ensaio de PCR em tempo real,
conforme descrito no Exemplo 2.

Resultados e Discusséao

TNF -« é uma citocina pré-inflamatodria crucial
investigada extensivamente durante a Ultima década devido
as respetivas funcgdes bioldgicas importantes contra o
cancro e respetivo papel patoldgico nos disturbios
inflamatérios. Diversos inibidores de TNF -« foram
comercializados para o tratamento de varias doencgas de tipo
inflamatério. Como um potencial agente anti-inflamatério,
foili explorado um papel do Meisoindigo na regulacgéo de TNF-«
nesta invencéao.

Como um sistema de modelo estabelecido, a estimulacao
de células THP-1 com LPS resultou numa enorme secrecdo de

TINF-o (Fig. 4, painel B). Contudo, o Meisoindigo inibiu
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eficazmente a secrecao de TNF-o nas células THP-1
estimuladas por LPS de uma forma dependente da concentracéao
(Fig. 4, painel B). Aproximadamente, foi alcancada uma
reducdo de 50% da secrecdo quando as células estimuladas
foram expostas a 2,0 pM de Meisoindigo durante 24 horas
(P<0,001, em comparacdo com LPS mais Meisoindigo com LPS
sozinho), em que nao foram observadas nenhumas células
apoptdéticas utilizando coloracdo com azul tripano. O
aumento da concentracdo de Meisoindigo até 8 pM ndo causou
mais redugdo da secrecdo de TNF-a e nado foram observadas
nenhumas mortes celulares. Contudo, foi obtida uma inibicéao
completa quando as células estimuladas foram tratadas com
16 pM de Meisoindigo, em que aproximadamente sé apareceram
20% de células apoptédticas.

Os ensaios de PCR em tempo real nado mostraram nenhum
efeito de Meisoindigo (4 uM) nos niveis de ARNm de TNF-«
(FIG. 4, painel C), indicando gque a redugao da producédo de
TNF-a nas células THP-1 estimuladas por LPS através de
Meisoindigo ocorre no nivel pds-transcrigdo. Foi Dbem
estabelecido que os elementos ricos em AU (ARE) nas 3’ UTR
de ARNm de TNF-o estdo envolvidos na estabilidade de ARNm e
eficdcia de translacdo (96). Os ARE de TNF-o sd&o um alvo do
fator Hur de estabilizagcdo de ARNm (97). A maturacao de
ARNm de TNF-a ¢ afetada por um elemento cis (2-APRE) na
3’UTR, que torna a unido de transcrigdes precursoras de
TNF-o dependente da ativacdo da proteina guinase ativada
por ARN (PKR) (98).

Embora os mecanismos através dos quais o Meisoindigo
inibe a secrecgdo de TNF-o nas células THP-1 estimuladas por
LPS necessitem de ser estabelecidos, o Meisoindigo ¢é uma
molécula peguena nova que inibe TNF-oa sem citotoxicidades,
0 que o torna um medicamento ideal para o tratamento de
doencas de tipo inflamatério, conforme definido nas
reivindicac¢des em anexo.

Exemplo 4: o Meisoindigo Estimula a Secrecdo de IL-10 nas
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Células THP-1 Monociticas Humanas

Materiais e Métodos

O Meisoindigo e a linha de células THP-1 utilizados
neste Exemplo sdo iguais aos descritos no Exemplo 1. Os
procedimentos de ELISA para medir a secrecao de IL-10
também seguiram os procedimentos descritos no Exemplo 1,
exceto o facto de a proteina IL-10 padrdo ter ido utilizada
para estabelecer a curva padrédo (FIG. 5, painel A) para o
cadlculo da proteina segregada no meio pelas células
(células nédo estimuladas ou estimuladas por LPS na presenca
ou auséncia de Meisoindigo).

Resultados e Discussao

O funcionamento do sistema imunitdrio €& regulado com
precisdo pelas atividades de citocinas ou mediadores pré-
inflamatérios e reguladores, e as doencas de tipo
inflamatdério foram consideradas um resultado do equilibrio
entre estes tipos de moléculas (41, 46). Para compreender
se os efeitos anti-inflamatdérios das moléculas pequenas,
conforme definido nas reivindicacdes em anexo da invencgao,
sdo capazes da inducdo de citocinas reguladoras, o efeito
de Meisoindigo na secrecdo de IL-10 foi investigado.
Conforme ilustrado na Fig. 5, painel B, foi observada uma
estimulacdo moderada, mas significativa da secrecédo de IL-
10 nas células THP-1. Aproximadamente, foi alcancado um
aumento de 60% na secrecdo de IL-10 quando as células THP-1
foram tratadas com 0,0625 pM de Meisoindigo (P < 0,05). Em
oposicado, como um estimulador inflamatdério, o LPS diminuiu
ligeiramente a secreg¢do da citocina.

Exemplo 5: o Meisoindigo e NATURA em baixas concentragdes

selecionam Citocinas em vez de CDKs como alvos moleculares

primdrios

Materiais e Métodos

Materiais: o Meisoindigo e NATURA foram sintetizados
por Natrogen Therapeutics, 1Inc., conforme descrito nos

exemplos acima.
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A linha de células monociticas humanas, THP-1 (90),
foi adguirida em ATCC. As células foram mantidas de acordo
com as 1instrugdes do fornecedor. Aproximadamente, foram
cultivadas 1x10° células/ml a 37 °C, 5% de CO, durante 24
horas no Meio RPMI-1640 Modificado (Invitrogen) completado
com 10% de FBS.

Métodos:

1) Efeitos de Meisoindigo e NATURA na
expressdo/secrecdo de citocinas IL-1B, IL-6, IL-10: as
células THP-1 monociticas humanas que cresceram

exponencialmente foram estimuladas com ou sem 1 uM de
lipopolissacarido (LPS, Sigma) e expostas durante 24 horas
a diferentes concentragdes de Meisoindigo e NATURA (de
31,25 nM a 62,5 nM), respetivamente. A viabilidade das
células foil examinada através do ensaio de excecdo com azul
tripano. Os niveis de proteina de IL-1B segregado nos meios
de cultura pelas células foram depois medidos através de
ELISA e calculados a partir da respetiva curva padréao
utilizando um Kit de ensaio de R&D Systems de acordo com as
instrugdes fornecidas pelo fornecedor, conforme descrito
nos exemplos 1 a 4.

2) Efeitos de Meisoindigo e/ou NATURA na atividade de
quinases dependentes de ciclinas (CDKs) nas células THP-1
(99): as células THP-1 que cresceram exponencialmente foram
expostas a 31,25, 62,5 e 1500 nM de Meisoindigo ou NATURA,
durante 24  horas, respetivamente. As células foram
colhidas, lavadas e as proteinas totais extraidas conforme
descrito anteriormente (100). Cem pg das proteinas foram
imunoprecipitadas utilizando anticorpos contra cdk2, cdk4/6
ou ciclina D1 durante a noite a 4 °C na presenca de uma
mistura de inibidores de protease. 0s imunoprecipitados
foram lavados 4 vezes com tampdo de extracdo de proteina e
uma vez com tampdo de ensaio de quinase, e reagiram com 75
pg/ml de histona H1 na presenca de [y-"“P]-ATP (10 nCi/10
pM) . A histona fosforilada Hl (representa a atividade cdk)
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foi medida através de contagem de cintilacdo ou através de
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS (101, 102).

3) Andlise Estatistica: todos 0s dados foram

expressados como uma média @+ SD. A significancia
estatistica de qualquer diferenca entre o controlo (LPS) e
0s grupos experimentais foi determinada pelo teste t de
Student. Os valores P entre os 2 grupos tém de ser, no
minimo, inferiores a 0,05 para serem considerados
estatisticamente significativos.

Resultados e Discusséao

Uma vez que foi demonstrado que a indirubina e os
respetivos derivados inibiram as qguinases dependentes de
ciclinas, pode ser assim um tratamento eficaz de doencas
associadas a perda de controlo de proliferacdo através de
inibig¢do de CDK. Para examinar que moléculas celulares séo
os alvos primdrios relacionados com as propriedades anti-
inflamatdérias desta classe de compostos, foi comparada a
forma como o Meisoindigo e NATURA modularam as atividades
de CDKs e citocinas nas mesmas condicgdes experimentais de
concentracao baixa.

Conforme ilustrado na FIG. 6, semelhante a observacédo
ilustrada nos Exemplos 1, 2 e 4, os aumentos estimulados
por LPS da produgao de IL-1PR e IL-6 foram
significativamente inibidos pela exposicdo das células ao
Meisoindigo e NATURA numa concentracgdo tdo baixa como 31,25
nM, ao passo que a supressao mediada por LPS de IL-10 nas
células THP-1 aumentou quase para o dobro através de
Meisoindigo e NATURA em concentragdes semelhantes (FIG.
6A) .

Em oposigao, nas mesmas exposicodes, tanto 0
Meisoindigo como NATURA nao conseguiram inibir as
atividades de 2, 4 e 6 dependentes de ciclina, bem como o0s
niveis de ciclina D1 (dados ndo ilustrados). Uma inibicgdo
parcial (23%) desses compostos sé foi alcancada gquando as

células foram tratadas com 1,5 pM (aumento de 48 vezes) de
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Meisoindigo ou NATURA (FIG. 6B).

Além disso, o efeito de NATURA na dJquinase-3f da
glicogénio sintase (GSK-3pR) foi igualmente investigado na
invencdo atual, uma vez que 0s inibidores CDK também séo
habitualmente inibidores de GSK-3[beta]. Contudo, ndo foi
observada nenhuma atividade quando as <células foram
expostas a NATURA numa concentracdo tdo elevada como 50 BM
(dados nao ilustrados).

Deste modo, o0s dados neste exemplo mostram claramente
que o Meisoindigo e a classe relacionada de moléculas sao
capazes de modular significativamente vArias citocinas
(inibem citocinas pré-inflamatdérias e estimulam citocinas
anti-inflamatdérias) numa concentracdo extraordinariamente
baixa; onde nao sdo alcancados nenhuns efeitos inibidores
na atividade de CDK. Isto demonstra que, em concentracdes
baixas comparadas com as necessdrias para a inibicdo de
CDK, 0 Meisoindigo e os compostos semelhantes tém
primeiramente como alvo as citocinas em vez de guinases
dependentes de ciclinas. Esta conclusdo é suportada pela
recente observacdo de que a Indirubina nao corresponde
verdadeiramente a inibidores de CDK bioldgicos, uma vez que
a 1inibicdo de CDK através desses compostos ¢é efetuada
através de agregacdo fisica em vez de reacdo bioldgica
(103) . Além disso, a conclusdo é igualmente suportada pelas
observacgdes clinicas de que € necessédria a dosagem total de
8696 mg de Meisoindigo para alcancar a remissdo maxima de
leucemia mieloide crénica (ILMC) (104), ao passo que séao
necessarios apenas 525 mg do farmaco para obter uma cura
completa da doenga inflamatéria intestinal.

Sumario

As células THP-1 segregaram IL-1f, IL-6, IL-8 e TNF-¢,
mas nenhuma IL-2, IL-4, IL-10 e IL-12 apds 24 horas da
estimulacdo do LPS, ao passo que nao foram detetados os
niveis béasicos destas citocinas através de ELISA, o que é

consistente com os relatdérios anteriores (93, 105). Para
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avaliar as potenciais aplicac¢des clinicas de uma classe de

moléculas pequenas da Fdérmula I ou II no tratamento de

vadrias doencas de tipo inflamatdério, foram examinados o0s

efeitos reguladores de Meisoindigo, como exemplos na

secrecdo e expressdo de citocinas prdé- e anti-inflamatédrias

num modelo de célula THP-1 monocitica humana. Os dados séo

resumidos no Quadro 2. 0 Meisoindigo inibiu
significativamente as secrecodes de citocinas pro—
inflamatérias IL-103, IL-6 e TINF-a nas células THP-1

estimuladas por LPS, e estimulou a secrecdo da citocina
IL-10,

IL-2,

reguladora mas nao foram observados quaisquer

efeitos em simplesmente porque as células néao
conseguiram ser estimuladas para segregar estas citocinas
préo-inflamatdrias. As redugdes ou estimulagdes maximas das
secrecdes destas citocinas sdo resumidas no Quadro 2.
Quadro 2. Modulacdo de Meisoindigo na secrecdo de citocinas
pré—-inflamatdérias e reguladoras nas células THP-1

estimuladas por LPS

Percentagem de Resposta Maxima Sem Citotoxicidade
Tratamento TNF-o IL-1B IL-6 IL-10
(Inibigéao) (Inibigédo) (Inibigdo) (Estimulagdo)
LPS 100,00+4,85 | 100,00+3,43 | 100,00+9,78 -18,27+10,15
Mei:ﬁzz;igo 49,20+3,37 | 48,76+3,69 | 83,51+5,41 | 201,97+11,2

A reducdo da secrecdo de IL-6 através de Meisoindigo
nas células THP-1 estimuladas por LPS pode ser um resultado
da regulacdo descendente da transcrigdo do gene de citocina
utilizando uma técnica de PCR em tempo real. O ensaio de
PCR em tempo real também mostrou uma inibigdo moderada de
Meisoindigo em IL-15 nas células THP-1 estimuladas por LPS
(dados nao ilustrados). Nao foi observada nenhuma regulacao
descendente dessas para o gene TNF-o utilizando a mesma
através dos

mecanismos quais o

desta

tecnologia. Embora os

Meisoindigo e as moléculas classe regulam as

citocinas pré- e anti-inflamatdrias necessitem de ser mais
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investigados, os dados na presente invencdo demonstram que
esta classe de moléculas pequenas € capaz de modular
citocinas 1importantes relacionadas com varias doencgas de
tipo inflamatédrio.

Durante os Ultimos muitos anos, as estratégias que tém
como alvo as citocinas pré-inflamatdrias criaram diversos
agentes a base de proteinas para o tratamento de varios
disturbios inflamatdrios, incluindo inibidores TNF -«
etaercept (ENBREL ®), infliximan (REMICADE ®; Centocor),
adalimumab (HUMIRA ®; Abbott) e antagonista recetor IL-1
KINERET ®. Os estddios iniciais da aplicacdo clinica destes
agentes indicaram que estes agentes terapéuticos
revoluciondrios foram um avang¢o no tratamento de doencas
autoimunes, tais como DII, AR e psoriase. Contudo, as
terapias a base de proteinas injetédveis atuais tém riscos
associados, incluindo o) potencial para maiores
malignidades, infecg¢bes e uma maior insuficiéncia cardiaca
congestiva (42). Além disso, essas estratégias também tém
limitagbes e s&o desafiadas pelo sofisticado sistema de
rede de <citocinas. Embora diversos tipos de moléculas
pequenas tenham mostrado ser um inibidor especifico de
citocinas prdé-inflamatdérias, tais como inibidores de TNF-«
e NF-xB, e tenham varias vantagens sobre os agentes a base
de proteinas, ter como alvo uma Unica citocina pré-
inflamatdéria pode né&o ser forte o suficiente para
interromper as vias patoldgicas inflamatdrias, e isto
limita a respetiva eficécia clinica.

Em oposicgdo, além de todas as vantagens das moléculas
pequenas na aplicacdo clinica, tal como o facto de terem
uma criacdo fécil e uma administracd&o conveniente, o mais
importante é gque as moléculas reivindicadas na invengdo néo
sd suprimem em simulténeo varias citocinas pré-
inflamatérias, ou seja, IL-1B, IL-6 e TNF-«, como também
estimulam a citocina anti-inflamatdéria IL-10. Além disso,

estas moléculas demonstraram na patente anterior que
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induzem a diferenciacdo celular e 1inibem a proliferacéo
celular numa concentracdo mais elevada. Deste modo,
fornecem uma maior atividade clinica. Esta conclusdo foi
suportada por resultados extraordinadrios da eficécia
alcancada utilizando Meisoindigo para o tratamento de um
paciente com DII sem quaisquer efeitos secundédrios. Esta
demonstracdo é fornecida no Exemplo 7 desta invencéo.

Exemplo 6: o Meisoindigo Melhora a Diferenciagdo Celular

Epidérmica e Inibe a Hiperplasia e a Hiperceratose nos

Roedores

Materiais e Métodos

Materiais: o Meisoindigo foi sintetizado, purificado e
a respetiva estrutura caracterizada por Natrogen
Therapeutics, Inc. A pureza do composto foi de 98,5%
conforme descrito nos Exemplos acima. Uma suspensdo de
Meisoindigo foi recentemente preparada em 0,5% de
metilcelulose de sdédio e fornecida oralmente para os testes
em animais descritos abaixo. Outros produtos gquimicos
utilizados nas seguintes experiéncias foram adguiridos em
Sigma.

Foram alojadas por gaiola 5 fémeas de ratinhos Kunming
livres de patogénios com 12 semanas de idade e pesos
corporais de 22 a 25 gramas, e foram alimentadas livremente
com agua doce da torneira e péletes de roedor
comercializadas. Os espacos dos animais foram controlados a
24 £ 2 °C com uma humidade relativa de 60 £ 5% e um ciclo
de claridade/escuriddo de 12 horas (07:00 as 19:00 horas).
Métodos:

Efeito de Meisoindigo na Diferenciagdo Celular Epidérmica

nas Caudas dos Ratinhos: sessenta fémeas de ratinhos

Kunming foram divididas aleatoriamente em 5 grupos, 20 num
grupo de controlo e 10 em 4 grupos de farmaco testado. O
Meisoindigo foi recentemente preparado como uma SsSuspensao
em 0,5% de metilcelulose de sdédio. O féarmaco foi fornecido

oralmente em doses de 50, 100 e 200 mg/kg, respetivamente,
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uma vez por dia durante 13 dias. O metotrexato (MTX) foi
utilizado como um controlo positivo numa dose de 1 mg/kg,
i.p. uma vez de dois em dois dias durante o mesmo periodo
de tempo. Foram utilizados os mesmos volume e veiculo para
a suspensido de Meisoindigo como um controlo negativo. Vinte
e quatro horas apdés a uUltima administracdo, os animais
foram sacrificados e as respetivas caudas cortadas 1,5 cm a
partir da base. Foram preparadas lamelas para O exame
histoldégico conforme descrito originalmente por Bosman et
al., (106). As lamelas foram preparadas cortando as caudas
em seccg¢des longitudinais, e coloridas com Hematoxilina e
Eosina (H&E). As lamelas foram depois examinadas com um
microscépio de 1luz para avaliar o grau de ortoqueratose
(OK) e hiperplasia epidérmica. O primeiro foi efetuado
medindo o comprimento horizontal da camada granulosa
(stratum granulosum) totalmente desenvolvida numa escala
individual em relagdo ao respetivo comprimento total. A
atividade do féarmaco foi definida pelo aumento das células
de escala positiva que contém a camada granulosa (stratum
granulosum) entre dois foliculos capilares (folliculus
pili).

Efeitos Antimitdéticos de Meisoindigo no Epitélio

Vaginal de Ratinhos: sessenta fémeas de ratinhos Kunming

foram divididas aleatoriamente em 5 grupos, 20 num grupo de
controlo e 10 em 4 grupos de farmaco testado. Todos o0s
ratinhos receberam estrogénio numa dose de 0,2 mg/animal
durante 3 dias para permitir que as células epiteliais
vaginais se desenvolvessem na estimulacdo da hormona
estrogénio. O Meisoindigo foi recentemente preparado como
uma suspensdo em 0,5% de metilcelulose de sdédio. O féarmaco
foi fornecido oralmente em doses de 50, 100 e 200 mg/kg,
respetivamente, uma vez ©por dia durante 3 dias. O
metotrexato (MTX) foi utilizado como um controlo positivo
numa dose de 1 mg/kg, i.p. uma vez por dia durante 0 mesmo

periodo de tempo. Foram utilizados os mesmos volume e
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veiculo utilizados para a suspensdo de Meisoindigo como um
controlo negativo. Uma hora apdés a Gltima administracdo, os
animais receberam colguicinas, i.p. 2 mg/kg para deter as
células na fase M. Cinco horas depois, os animais foram
sacrificados e o0s tecidos vaginais foram fixados em 10% de
Formalina, inseridos em parafina, e as lamelas foram
preparadas. As lamelas foram coloridas com H&E e, pelo
menos, 500 células de fundo foram examinadas num
microscdédépio. O indice mitdtico (percentagem de células
mitéticas) foi calculado.

Resultados e Discusséao

O modelo de cauda de ratinho comum foi utilizado neste
Exemplo para medir guantitativamente se o0s compostos
reivindicados nesta invencado sao capazes de melhorar a
diferenciacéo celular epidérmica, diminuindo assim a
hiperplasia e a hiperceratose. Este modelo foi
originalmente descrito por Jarrett A (107), e modificado
por Bosman et al. (106), e ¢é atualmente utilizado por
outros (108 a 110).

O efeito de Meisoindigo na formagdo de uma camada
granulosa nas células epiteliais de escala de cauda de
ratinho é ilustrado no Quadro 3. Um aumento significativo
da formagdo da camada granulosa no epitélio de cauda de
ratinho foi observado quando os ratinhos foram tratados com
Meisoindigo durante 13 dias de uma forma dependente da
dose. O efeito terapéutico de todas as 3 dosagens foi
melhor do que o do controlo positivo, em que os ratinhos
foram administrados com o fadrmaco clinico disponivel MTX
para o tratamento de psoriase.

Quadro 3. O efeito de Meisoindigo na formacdo da camada

granulosa nas células epiteliais de escala das caudas de

ratinho
Dosagem N.¢ Escalas granulosas
Val P
Grupos (mg/kg) Animais (X+SD) ator
Controlo N/D 20 14,81 + 4,61
MTX 1,0 10 17,22 + 4,92 <0, 05
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Q
mpos | e [ by [P Ty [ vater 5
Meisoindigo 50,0 10 22,37 + 6,20 < 0,01
Meisoindigo 100,0 10 25,98 £ 4,12 < 0,001
Meisoindigo 200,0 10 31,30 £ 7,92 < 0,001
0O MTX € um agente quimioterapéutico imunossupressor
que inibe significativamente a mitose <celular. Para

examinar se o Meisoindigo melhora a diferenciacdo celular

epidérmica,

diminuindo

assim

a hiperplasia

e a

hiperceratose através do mecanismo semelhante ao do MTX, o

efeito de Meisoindigo no indice mitdtico

vaginal de ratinho foi investigado.

Quadro 4,

(IM)

do epitélio
Conforme ilustrado no

0 tratamento de ratinhos com MTX durante 3 dias

resultou numa diminuig¢do significativa no IM em comparacado

com o controlo nao tratado
20,04+3,71 do

ilustrado no

MTX vs.
conforme
efeitos

inferiores

de IM

controlo,

significativamente a

epitélio de

significativos
(50 e 100 mg/kg,
experimentais.
(16,06+2,66 do
P<0,05)
Os dados

cauda de

mostraram

controlo,

Quadro

grupo
numa dose mais elevada

que

formacao

ratinho,

observado nenhum efeito no IM,

4, néao

tratado vs.

P<0,001). Em

o Meisoindigo
da camada

embora nao

existiram

tenha

(14,7+64,29 do grupo tratado com

oposicao,

nenhuns

de Meisoindigo no IM em dosagens
P>0,05) nas mesmas condic¢des
Apenas foi observada uma ligeira diminuicgao
20,04+3,71 do
(200 mg/kg) .

estimulou

granulosa no

sido

sugerindo que o Meisoindigo

induziu a diferenciacdo de células epiteliais e provocou a

maturacéo

incompleta.

relatdério

de células

Esta

anterior de

epiteliais de
observacao

que o

Meisoindigo

escala
vivo confirma

era

induzir a diferenciacgdo de células ML-1 in vitro

diferenciada
ainda o
capaz de

(111) .
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QUADRO 4. Efeito de Meisoindigo no indice mitdético no

epitélio vaginal estimulado por estrogénio de fémeas de

ratinho
Grupos Dosagem N.¢ fndice Mitético Valor
up (mg/kg) Animais (X+SD) P

Controlo N/D 20 20,04 £ 3,71

MTX 1,0 10 14,76 + 4,29 <0, 001
Meisoindigo 50,0 10 20,01 £ 3,62 >0,05
Meisoindigo 100,0 10 17,92 + 4,75 >0, 05
Meisoindigo 200,0 10 16,06 = 2,66 <0, 05

z

O modelo de cauda de ratinho utilizado neste Exemplo é
um modelo in vivo geralmente utilizado para avaliar o valor
terapéutico de agentes para o tratamento de psoriase. A
presente invencdo é definida nas reivindicagdes e nédo se
refere ao tratamento de psoriase, contudo, as observacgdes
acima sugerem fortemente que as moléculas pequenas agqui
definidas sdo capazes de tratar a doenca de tipo
inflamatério psoriase. Todavia, os mecanismos da atividade
antipsoriase destas moléculas pequenas sdo diferentes do
agente 1imunossupressor e quimioterapéutico, MTX, uma vez
que ndo foi observado nenhum efeito direto do Meisoindigo
na mitose celular. Em alternativa, a modulacéao da
secrecdo/expressdo de varios tipos diferentes de citocinas
demonstrados nos Exemplos 1 a 4 desta i1nvencao e a
capacidade de inducdo de diferenciacd@o celular destas
moléculas sdo provavelmente a base molecular da acéo
antipsoriase.

Exemplo 7: o Meisoindigo Suprime a Colite Ulcerativa Aguda

Induzida nos Ratinhos Balb/c

Materiais e Métodos

Materiais: o Meisoindigo foi sintetizado, purificado e
a respetiva estrutura caracterizada por Natrogen
Therapeutics, Inc. conforme descrito nos Exemplos acima.
Uma suspensdo de Meisoindigo foi recentemente preparada em

0,5% de metilcelulose de sdédio e fornecida oralmente para
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0os testes em animais descritos abaixo. O sal de DSS
(Dextran Sulfate Sodium - Sdédio de Sulfato de Dextrano,
peso molecular: 36.000 a 44.000) foi adguirido em ICN
Biomedicals. Outros produtos quimicos utilizados nas
seguintes experiéncias foram adguiridos em Sigma.

Foram alojadas por gaiola 5 fémeas de ratinhos Balb/c
livres de patogénios com 12 semanas de idade e pesos
corporais de 22 a 25 gramas, e foram alimentadas livremente
com agua doce da torneira e péletes de roedor
comercializadas. Os espacos dos animais foram controlados a
24 £ 2 °C com uma humidade relativa de 60 £ 5% e um ciclo
de claridade/escuridé&o de 12 horas (07:00 as 19:00 horas).

Indugcdo de Colite Ulcerativa Aguda e colite induzida

por DSS nos Ratinhos Balb/c: a colite foi induzida por DSS
na A&agua potavel (MW 36.000 a 50.000, ICN Dbiochemicals)

conforme descrito anteriormente (112) . Resumindo, 0s
ratinhos foram divididos aleatoriamente em 3 grupos
compostos por 10 ratinhos <cada. No grupo de controlo
negativo (Grupo 1), 0s ratinhos foram alimentados
livremente com &gua doce da torneira e péletes MF, mudados
duas vezes por semana durante 7 dias. No grupo de controlo
positivo (grupo DSS ou Grupo 2), foi fornecido 5% de DSS na
dgua da torneira durante 7 dias para induzir a colite, e os
ratinhos foram alimentados com péletes MF. No grupo DSS-
Meisoindigo (grupo de teste ou Grupo 3), o0s ratinhos
receberam agua potavel com 5% de DSS e foram administrados
oralmente com Meisoindigo uma vez por dia numa dose de 50
mg/kg durante 7 dias consecutivos. As indicag¢des fecais de
colite foram registadas diariamente, incluindo o ©peso
corporal e a natureza das fezes (soltas e/ou com sangue ou
sangue oculto). Em seguida, os ratinhos foram sacrificados.
Os tecidos do cdlon foram retirados, fixos em 10% de
formalina/PBS e inseridos em parafina. Para minimizar os
artefactos fisicos, o cdlon removido foi colocado num papel

de filtro qualitativo espesso sem esticar. O cdlon foi
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depois exposto ao contrdrio através do corte do mesmo de
forma longitudinal. As lamelas foram coloridas com H&E e
examinadas histoquimicamente de forma cega por 3
técnicos/patologistas.

Anadlise Estatistica

Todos os dados foram expressados como uma média + SD.
A significéncia estatistica de qgualquer diferenca entre o
controlo e o0s grupos experimentais foil determinada pelo
teste t de Student com um valor P de, pelo menos, < 0,05.

Resultados e Discusséo

Todos os animais do grupo de controlo positivo
manifestaram gradualmente fezes soltas, sangue oculto e
perda de peso depois de beberem 5% de DSS no dia 4. Em
diversos casos graves (7/10), o sangue grosso ficou colado
ao anus além dos sintomas mencionados acima. Embora os
procedimentos para 1induzir a colite ulcerativa nesta
experiéncia tenham sido muito agressivos e os sintomas que
ocorreram tenham sido muito agudos (manifestaram-se em 4
dias), o sangue oculto no grupo tratado com Meisoindigo
ocorreu em apenas 40% (4/10) dos animais. Os outros
sintomas, tails como as fezes soltas, também foram menos
graves em comparacao com os do grupo de controlo. Nao foram
observados nenhuns sintomas de colite nos animais do grupo
de controlo negativo (ratinhos normais), Fig. 7, painel A.

Os exames histoldgicos mostraram que os tecidos de
todos 0s animais do grupo de controlo positivo
desenvolveram lesbes de tipo colite ulcerativa graves, tal
como demonstrado pela infiltragdo de células inflamatérias,
incluindo leucécitos polimorfonucleares e multiplas lesdes
erosivas (classificacgdes, 1 a 3). O abcesso da cripta e o
epitélio regenerado também foram observados na mucosa
célica (Fig. 7, painel B). Para evitar a opinido subjetiva,
as lesdes ulcerativas do cdélon nos ratinhos tanto do grupo
de controlo positivo como do grupo tratado com Meisoindigo

foram calculadas de forma quantitativa e <cega por 3
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técnicos/patologistas no microscdédpio. Foi observada uma
reducdao de 55% nas ulceracdes dos animais do grupo tratado
com Meisoindigo quando comparado com o grupo de controlo
positivo (2,89+1,46 no grupo tratado com Meisoindigo wvs.
6,38+2,20 no grupo de controlo positivo). Na Fig. 7, o
painel C ilustra a parede cdédlica de um ratinho tratado com
Meisoindigo com colite ulcerativa aguda induzida por 5% de
DSS. A morfologia ¢ semelhante a ilustrada no controlo
normal (painel A), indicando que o Meisoindigo ¢é eficaz
contra a colite wulcerativa aguda induzida por DSS nos
ratinhos.

Exemplo 8: o Meisoindigo Deteve Completamente a Doenga

Inflamatdéria Intestinal Idiopdtico num Paciente

Paciente: uma mulher com 43 anos de idade foi
diagnosticada como tendo, durante um periodo de quatro
anos, um caso de proctocolite crénica aguda com erosdo e
caracteristicas sugestivas de doencga inflamatdria
intestinal idiopéatica. O primeiro diagndéstico foi efetuado
no North Shore University Hospital Manhasset, Long Island,
Nova Iorque em 1999 através de colonoscopia. Os principais
sintomas incluiam diarreia, fezes soltas e hemorragia, ao
passo gque toda a sua condicdo de saude foi considerada
excelente. O indice de atividade clinica (Quadro 5) (113)
foi determinado como sendo entre 7 e 8. Foi-lhe prescrita
espuma de hidrocortisona, que a paciente aplicou durante 10
dias de acordo com as instrugdes do médico. Contudo, nao
foi obtido nenhum efeito terapéutico a partir deste agente.
Em fevereiro de 2000, a paciente regressou a sua casa na
China e em diversas ocasides consultou médicos chineses e
experimentou varios medicamentos de ervas chinesas
sugeridos, mas ndo foil observado nenhum efeito terapéutico.
No inicio de 2002, a paciente foi a um Hospital Médico
Chinés bem conhecido e respeitado em Beijing, onde foi
efetuada uma Sigmoidoscopia Flexivel. Novamente, foi

diagnosticada como tendo doenca inflamatdria intestinal



66

ativa.
Quadro 5. Indice de Atividade Clinica para a Avaliacdo de

Pacientes com Colite Ulcerativa (113)

- Classificagdo do Paciente
Classificagéo ¢

Sintoma Padrio Antes do Apds o

Tratamento Tratamento

Diarreia (N.° de
evacuagdes didrias)

0 a2 0
3 ou 4 1
5 ou 6 2 0
7 a9 3
4

10 ou mais

Diarreia noturna

Nio 0 0 0

Sim 1

Sangue visivel nas
fezes (% de
movimentos)

0

0
<50 1
>50 2 2 0
100 3

Incontinéncia fecal

Nao 0
Sim 1 1 0

Dor abdominal ou
cdibras

Nenhum
Leve

Moderado

w N P O

Grave

Bem—-estar geral

Perfeito
Muito bom
Bom
Médio

Fraco

(G TV VD =)

Péssimo
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Sensibilidade
abdominal
Nenhum 0
Leve e localizado 1
Leve a moderado e 2 0 0
difuso
Grave ou repercussao 3

Necessidade de
farmacos antidiarreia

Nao 0 1 0
Sim 1
Classificacao Maxima 21 9 0

Nesta altura, uma vez dgque o0s tratamentos anteriores
ndo surtiram qualguer efeito, o médico prescreveu diversos
medicamentos tradicionais chineses. A paciente tomou-os
durante diversos meses, mas nao resultou em nenhuma
melhoria dos seus sintomas. Durante o periodo de fevereiro
de 2000 até ao wverdo de 2002, a paciente também
experimentou varios outros medicamentos tradicionais
chineses devido a natureza continua e muito problemdtica da
sua doenca, mas nada obteve éxito. No regresso aos Estados
Unidos em 2002, a paciente foi ao Mount Sinai Medical
Center, um centro americano reconhecido nacionalmente para
o tratamento de doenca inflamatdria intestinal. Em outubro
de 2002, 0 seu novo médico efetuou novamente uma
colonoscopia, Jjuntamente com um exame histoldgico de duas
amostras de biopsia (A e B) (FIG. 8, painel A, antes do
tratamento) . Os exames concluiram que duas localizagdes (A
e B) da inflamacdo correspondiam a “proctocolite crdnica
gravemente ativa com erosdo e caracteristicas sugestivas de
doenca inflamatdria intestinal idiopética”. O médico
prescreveu CANASA® (mesalamina numa forma de supositdrio),
um faArmaco aprovado recentemente pela FDA, e considerou o
melhor farmaco disponivel para a condicdo da paciente.

Apds a administragdo de CANASA® durante 7 dias, os

sintomas pareceram aliviar; contudo, ocorreram
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simultaneamente efeitos secundarios significativos. Estes
incluiam comichdo na pele, cdibras abdominais, dor e
hemorragia. A paciente pediu entdo aconselhamento ao seu
médico e recebeu instrugdes para utilizar esta medicacgéao
intermitentemente. Contudo, o0s efeitos secunddrios pioraram
efetivamente sempre qgque a medicagao foi utilizada. Por
conseguinte, a ©paciente parou toda a aplicacdo desta
medicacao.

0 Meisoindigo foi sugerido como um potencial
tratamento com base nas descobertas de que diversas
citocinas pré-inflamatdrias podem ser suprimidas e que as
citocinas anti-inflamatdérias, tais como a citocina IL-10,
podem ser estimuladas. Uma vez que foram indicados muito
menos efeitos secunddrios numa dose de 150 mg por dia deste
medicamente na China para o tratamento de leucemia mieloide
crénica, foi sugerido o Meisoindigo.

A paciente tomou voluntariamente Meisoindigo numa dose
recomendada de 25 mg, uma vez por dia durante trés semanas
previstas de tratamento. Apds as primeiras trés doses, a
paciente obteve uma remissdo completa (trés dias apds o
tratamento) e todos 0s sintomas inflamatérios
desapareceram. Isto resultou numa classificagé@o de =zero
utilizando o Indice de Atividade Clinica (Quadro 5). Apds
nove semanas de remissdo (trés semanas com o medicamento,
trés semanas sem o0 medicamento e trés semanas novamente com
o medicamento), a paciente visitou de novo o seu médico e
pediu uma Sigmoidoscopia Flexivel para determinar se a
remissdao era subjetiva ou objetiva. A Sigmoidoscopia
Flexivel foi efetuada a 4 de novembro de 2003. Depois de
reavaliar os resultados, o médico concluiu que a inflamacéo
foi completamente detida. Os exames patoldgicos confirmaram
esta conclusdo e determinaram que 0s espécimes A e B
correspondiam agora a “proctocolite crdénica inativa
sugestiva de doencga inflamatdria intestinal idiopatica”. A

FIG. 7 dilustra a fotografia antes (painel A, outubro de
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2002) e apdés o tratamento (painel B, 4 de novembro de 2003)
do mesmo local inflamatdério nos exames com colonoscdpio
efetuados pelo mesmo médico.

Exemplo 9: o Efeito Terapéutico de Meisoindigo na Colite

Ulcerativa Crédénica em Ratinhos Balb/c

O Meisoindigo mostrou ser um regulador de multiplas
citocinas IL-1f. IL-6, IL-10 e TNF-a, que sao conhecidas
por estarem envolvidas nos processos patoldgicos e na
manutencdo de varias doencas inflamatdrias. O Meisoindigo
também mostrou ser um agente citostdtico que inibe um
radpido crescimento da proliferacdo celular e provoca a
maturacédo e diferenciacédo celular.

As experiéncias anteriores demonstraram que 0
Meisoindigo tem um efeito curativo nos ratinhos Balb/c com
colite ulcerativa agressiva, aguda e induzida por sdédio de
sulfato de dextrano (DSS). Estes resultados mostram que o
Meisoindigo ¢é um agente eficaz contra varias doencas
inflamatdrias crénicas, conforme definido nas
reivindicag¢des, incluindo a doenca inflamatdéria intestinal
(DII) .

Para esta experiéncia, foi utilizado um modelo de
colite ulcerativa crénica induzida por DSS para verificar
os alvos moleculares in vivo e para avaliar a atividade do
Meisoindigo contra DII.

Materiais e Métodos

Materiais: o Meisoindigo foi sintetizado, purificado e
a respetiva estrutura caracterizada pela Natrogen
Therapeutics, Inc. Uma suspensao de Meisoindigo foi
recentemente preparada em 0,5% de metilcelulose de sdédio e
armazenada a 4 °C. A suspensao de fadrmaco foi administrada
oralmente para efeitos dos testes em animais descritos
abaixo. O 5-a&cido aminossalicilico (5-ASA) foi adguirido em
Sigma/o sal DSS (S6dio de Sulfato de Dextrano, peso
molecular: 36.000 a 44.000) foi adgquirido em ICN

Biomedicals. Outros produtos qguimicos utilizados nas
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seguintes experiéncias foram adgquiridos em Sigma.

Foram alojados por gaiola cinco ratinhos Balb/c livres
de patogénios com 12 semanas de idade e pesos corporais de
22 a 25 gramas, e foram alimentados livremente com 4&gua
doce da torneira e péletes de roedor comercializados. Os
espacos dos animais foram controlados a 24 + 2 °C com uma
humidade relativa de 60 * 5% e um ciclo de
claridade/escuriddo de 12 horas (07:00 as 19:00 horas).

Métodos: indugdo de Colite Ulcerativa Crénica e colite
induzida por DSS nos Ratinhos Balb/c: a colite ulcerativa
créonica foi induzida por DSS na &gua potavel (MW 36.000 a
44,000, ICN Dbiochemicals) conforme descrito anteriormente
[4]. Resumindo, 60 ratinhos foram divididos aleatoriamente
em 5 grupos, com 12 ratinhos em cada um. O Grupo 1 foi
utilizado como um controlo negativo (sem 1inducdo da
doenca), e foi alimentado livremente com A&gua doce da
torneira, e os péletes alimentares foram mudados duas vezes
por semana, do inicio até ao fim da experiéncia. Os Grupos
2 a 5 foram utilizados para induzir cronicamente a colite
ulcerativa e para examinar a atividade do Meisoindigo. Os
animais nos Grupos 2 a 5 foram alimentados normalmente, tal
como o grupo de controlo negativo, e foram igualmente
alimentados com &gua potédvel com 5% de DSS (MW 36.000 a
44.000) durante 7 dias, seguidos de &gua destilada durante
10 dias subsequentes. Os animais foram novamente
alimentados com &agua potavel com 5% de DSS durante 7 dias,
seguidos de &gua destilada durante mais 10 dias. Este
procedimento foi repetido durante um total de 3 ciclos.

Apds 3 ciclos, a colite ulcerativa crénica
desenvolveu-se e fol estabilizada conforme descrito. O
Grupo 2 (grupo de controlo positivo) foi alimentado com
soro fisioldégico e o grupo 3 foi tratado com 5-ASA em 50
mg/kg/d por sonda géastrica como um controlo a base de
farmaco positivo. Os Grupos 4 e 5 foram tratados com

Meisoindigo em dosagens de 25 e 75 mg/kg, uma vez por dia
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durante 12 dias.

Durante o periodo da experiéncia, os indices de
atividade da doenca (IAD), dgue Sao exXpPressos Ppor pesos
corporais, consisténcia das fezes e ocorréncia de sangue
oculto ou sangue retal grosso, foram determinados e
registados diariamente por um investigador independente de
acordo com os métodos descritos anteriormente [114, 116].
Esses parémetros clinicos séao medidas funcionais
abrangentes semelhantes aos sintomas clinicos subjetivos
observados na colite ulcerativa (CU) humana e
correlacionam-se bem como o grau de cura histoldégica medida
como classificagdes de cripta [114 a 116]. Em seguida, os
ratinhos foram sacrificados. Os tecidos/d6rgdos do Dbacgo,
cdlon, bem como outros foram extraidos, examinados
relativamente ao aspeto e 0s respetivos pesos foram
registados. Para minimizar os artefactos fisicos, o cdlon
removido foi <colocado em papel de filtro gqualitativo
espesso sem esticar. O cdlon foi exposto ao contrério
através do corte de forma longitudinal. Todos os tecidos do
cbdlon foram fixos com 10% de formalina/PBS, inseridos em
parafina e foram criadas secgdes de lamela. As lamelas
foram coloridas com H&E para o exame histoldgico. As
lamelas foram examinadas de forma cega por
técnicos/patologistas e fotografadas. As gravidades da
colite ulcerativa foram classificadas numa escala de 0 a 3
e expressadas como o indice patoldégico de acordo com o
sistema de classificagédo padrédo: 0, normal; 1, infiltracao
focal de células inflamatdérias, incluindo leucdcitos
polimorfonucleares; 2, infiltracéo de células
inflamatérias, perda de gladndulas e abcesso da cripta; 3,
ulceracdo da mucosa. Os numeros de lesbes ulcerativas de
foliculos linfoides foram calculados nas secgdes
longitudinais médicas do cdlon num microscdpio de luz.

Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressados como média + SD. A



72

significdncia estatistica de qualquer diferengca entre o
controlo e o0s grupos experimentais foi determinada pelo
teste t de Student com um valor P de, pelo menos, < 0,05.

Resultados e Discusséao

Indice de Atividade da Doenca (IAD): depois de beberem

5% de DSS durante 7 dias, todos os ratinhos manifestaram
inicialmente diarreia e sangue oculto nas respetivas fezes
com diminuig¢des significativas no peso corporal, ao passo
que nao foram observados nenhuns desses sintomas nos
animais alimentados com &gua destilada. Contudo, estes
sinais desapareceram (o IAD atingiu o ponto mais baixo em 8
a 9 dias) depois de os ratinhos terem bebido adgua destilada
durante os 10 dias seguintes. Todavia, nas administracdes
subsequentes de DSS (3 ciclos de administracdo), estes
sintomas clinicos ndo recuperaram, mas mails propriamente
deterioraram-se durante o periodo de 10 dias de consumo de
dgua destilada.

Apds o terceiro ciclo de alimentagdo com DSS, os
animais foram tratados durante 12 dias por sonda gastrica
com veiculo, 50 mg/kg/dia de 5-ASA, 25 ou 75 mg/kg/dia de
Meisoindigo. Vinte e quatro horas apds a ultima
administracdo, as classificagbes de IAD foram determinadas
para a totalidade dos cinco grupos. Conforme ilustrado no
Quadro 6 abaixo, apds a cessacdo da alimentacdo com DSS
durante 12 dias, o IAD diminuiu 50% no grupo tratado com
veiculo, o que se deveu mais provavelmente a
autorregeneracado [117]. Contudo, a extensdao da diminuicéao
do IAD tanto no grupo tratado com 5-ASA como nos dois
grupos tratados com Meisoindigo melhorou significativamente
até 70%, o que reflete uma resposta terapéutica do
tratamento de farmaco. A eficacia do Meisoindigo em ambas

as doses foi igual a do 5-ASA.
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Quadro 6 - Indice de Atividade da Doenca (perda de peso,
consisténcia das fezes e hemorragia/3)

Agente Pré- Pés— Recuperagédo
Tratamento Tratamento (%)
Média*SD Média*SD
Soro Fémea
fisiolégico (n=5) 2,40%0,2 1,07+1,0
Macho 2,40%0,2 1,33+1,15
(n=6)
Média
+ +
(n=11) 2,40%0,2 1,2%1,2 50,6
ASA 50 mg/kg Fémea N/D N/D
(n=0)
Macho
, 27+0, , +1,
(n=10) 3 0,3 0,86 0
Média 73,1
27+ +1 !
(n=10) 3, 0,3 0,86%*1,0 (p=0, 031)
Meisoindigo Fémea
£0, ,67+1,1
25 mg/kq (n=5) 3,20%0,2 0,6 5
Macho 2,73+0, 35 0,93+1, 0
(n=7)
Média 73,3
+ + ’
(n=12) 3,00+0,1 0,80%1,06 (p=0, 023)
Meisoindigo Fémea
,11+0, ,93+1,0
75 mg/kg (n=6) 3 0,68 0,9
Macho 3,27+0,75 0,97+1,0
(n=6)
Média 70,3
+ + ’
(n=12) 3,22+0,71 0,95%1,0 (p=0, 033)
Nenhum Fémea 0 0 N/D
(n=6)
Macho
N/D
(n=6) 0 0 /
Média
N/D
(n=12) 0 0 /

Classifica¢des de Hemocultura

O Quadro 7 abaixo mostra as classificagdes de
hemocultura em todos o0s grupos de animais tratados ou néao
tratados. Doze dias apds a cessacdo da alimentacdo com DSS,
0os animais no grupo tratado com veiculo mostraram uma
ligeira recuperacéo (27,2%), dque fol consistente com a
natureza crdénica da colite induzida  por 3 ciclos
consecutivos de alimentagcdo com DSS, conforme indicado

anteriormente [4]. Em oposicao, foi observada uma melhoria
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significativa tanto no grupo tratado com 5-ASA como no
grupo tratado com Meisoindigo. O0Os animais do grupo de
Meisoindigo de dose Dbaixa mostraram a melhor resposta
terapéutica (87%) em comparacdo com 75,7% do grupo com a
dose elevada. A dose baixa foi igualmente melhor do que o
5-ASA do controlo positivo com uma recuperacao de 80%. A
cura com Meisoindigo da hemorragia na DII induzida por DSS
nos animais também ¢é consistente com uma observacédo
anterior de que o tratamento com Meisoindigo produziu um
fim rdpido da hemorragia num paciente com colite
ulcerativa.

Histologia qualitativa

As secgbes transversails (centrais) dos cdlones dos
ratinhos foram preparadas em formalina para a insercido em
parafina. As lamelas foram coloridas com H&E. Foram
utilizados dois ratinhos de cada grupo para a preparagao
das lamelas e para o exame da qualidade da preparacao das
lamelas e da coloracgao.

A histologia de animais tratados com veiculo mostrou
perda de epitélio superficial, perda de gléndulas e a
presencgca de inflamacgdo crdénica. As lamelas dos animais de
ambos 0s grupos tratados com Meisoindigo sdo mais
semelhantes as dos grupos com 5-ASA gue mostraram menos
erosdo e infiltrados inflamatdérios mais leves em comparacdo
com os dos ratinhos com DII.

Quadro 7 - Classificagdo para Sangue oculto

Agente Pré- Pés— Recuperagéo
Tratamento Tratamento (%)
Média+SD Média+SD
Soro Femea 2,440, 89 1,241,009 50
fisioldégico (n=5)
Macho
2,040 2,040 0
(n=6)
Média
(n=11) 2,2+0,6 1,6+0,8 27,2
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Agente Pré- Pés- Recuperacio
Tratamento Tratamento (%) P ¢
Média+SD Média+SD
ASA 50 mg/kg Fémea N/D N/D N/D
(n=0)
Macho
(n=10) 3,0+1,05 0,6+0, 96 80,0
Média 80,0
(n=10) 3,0+1,05 0,6+0,96 (p=0,01)
Meisoindigo Fémea
+ +
25 mg/kg (n=5) 2,8+1,09 0,8+1,0 71,4
Macho 3,1+1,06 0+0 100
(n=7)
Média 86,7
(n=12) 3,0+1,04 0,4+0,77 (=0, 01)
Meisoindigo Fémea
, 3+1, , 611, 1,
75 mg/kg (n=6) 3,3 03 0,6 0 81,8
Macho 3,640, 81 1,041,0 72,2
(n=6)
Média 76,3
(n=12) 3,5+0,9 0,83+1,0 (p=0, 01)
Nenhum Femea 0 0 N/D
(n=6)
Macho
N/D
(n=6) 0 0 /
Média
(n=12) 0 0 N/D
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REIVINDICAGCOES

1. Uma composicdo farmacéutica para a utilizagé&o no
tratamento de uma doenga de tipo inflamatdrio associada aos
niveis de expressdo de citocinas, gue compreende, pelo

menos, um composto da Férmula (I) ou Fédrmula (II)

em que o composto ¢é administrado numa quantidade
suficiente para tratar a doenca de tipo inflamatédrio
através da inibicdo da expressdo de citocinas pré-
inflamatérias ou da estimulacdo da expressao de citocinas
anti-inflamatdérias;

R3, R4, R5, R6, R7, R8, RY9 e RI1I0 sdo iguais ou
diferentes e representam um atomo de hidrogénio; um grupo
hidroxi; um grupo nitroso; um grupo nitro; um
monossacarido; um dissacédrido; um &tomo de halogéneo; um
grupo hidrocarbilo ou um grupo hidrocarbilo funcional ndo
substituido ou substituido por uma ou mais frag¢des hidroxi,

fragdes carboxi, fracdes nitroxi, monossacéaridos,



dissacéaridos, aminas, amidas, tidis, sulfatos, sulfonatos,
sulfonamidas ou halogéneos, em que o hidrocarbilo tem 1 a 8
dtomos de carbono; um grupo -R11R12, em que R11l e R12 podem
ser 1iguais ou diferentes e representam um A4dtomo de
hidrogénio, um grupo alquilo de cadeia linear ou cadeia
ramificada com 1 a 18 &tomos de carbono que podem incluir
adicionalmente um ou mais grupos hidroxi e/ou amino, um
grupo arilo substituido ou nédo substituido que pode
compreender um ou mais heterodtomos, ou um grupo acilo, ou
R11 e R12 formam em conjunto um anel com 2 a 6 grupos CH2
opcionalmente substituidos; um grupo azo -N=N-R13, em que
R13 representa um sistema aromatico que pode ser
substituido por um ou mais grupos carboxilo e/ou grupos
fosforilo, ou um grupo selecionado a partir do grupo que
consiste em acglUcares, aminodcidos, péptidos ou hormonas
esteroides; ou R1 e R6, e R2 e R7, respetivamente, formam
independentemente uns dos outros um anel em conjunto com 1
a 4 grupos CH2 opcionalmente substituidos; e

Rl e R2 sado iguails ou diferentes e representam um
dtomo de hidrogénio; um Aatomo de halogéneo; um grupo
hidroxi; wum grupo hidrocarbilo ou um grupo hidrocarbilo
funcional n&o substituido ou substituido por uma ou mais
fracdes hidroxi, fracdes carboxi, fracdes nitroxi,
monossacéaridos, dissacaridos, aminas, amidas, tidis,
sulfatos, sulfonatos, sulfonamidas ou halogéneos, em que O
hidrocarbilo tem 1 a 8 &tomos de carbono; um grupo mono—,
di- ou trialguilsililo com 1 a 6 &tomos de carbono
independentemente uns dos outros em cada instadncia no grupo
alquilo de cadeia linear ou cadeia ramificada; um grupo
mono—, di- ou triarilsililo com grupos arilo substituidos
ou nao substituidos independentemente uns dos outros em
cada instancia; um grupo - NR17R18, em que R17 e R18 podem
ser iguais ou diferentes e representam um Aatomo de
hidrogénio, um grupo alquilo de cadeia linear ou cadeia

ramificada com 1 a 18 &tomos de carbono que podem incluir



adicionalmente um ou mais grupos hidroxi e/ou amino um
grupo arilo substituido ou nédo substituido que pode
compreender um ou mais heterodtomos, ou um grupo acilo; um
grupo metilencamino -CH2-NR17R18, em que R17 e R18 tém as
definig¢cdes acima; um residuo de aminodcido fisioldgico
ligado ao azoto como uma amida, monossacarido substituido
ou ndo substituido, dissacadridos ou oligossacéaridos; ou um
acucar, aminoédcido, péptido ou hormona esteroide;

e em que a doenca do tipo inflamatdério €& selecionada a
partir do grupo que consiste em: doenca inflamatédria

intestinal; artrite reumatoide; e lupus.

2. Utilizacdo de, pelo menos, um composto de acordo com O
definido na reivindicagdo 1 no fabrico de um medicamento
para o tratamento de uma doenga de tipo inflamatdrio
associada aos niveis de expressdo de citocinas num animal,

em gque o composto estd numa quantidade suficiente para
tratar a doenca de tipo inflamatdério através da inibicdo da
expressdo de citocinas prdé-inflamatdrias ou da estimulacédo
da expressdo de citocinas anti-inflamatédrias;

e em que a doenca inflamatdria é selecionada a partir
do grupo qgue consiste em: doenca inflamatdéria intestinal;

artrite reumatoide; e lupus.

3. Pelo menos um composto da Férmula (I) ou Férmula (IT)
de acordo com o definido na reivindicacdo 1 para a
utilizacdo no tratamento de uma doenca de tipo inflamatdrio
associada aos niveis de expressédo de citocinas num animal,

em gque o composto estd numa quantidade suficiente para
tratar a doenca de tipo inflamatdério através da inibicdo da
expressdo de citocinas pré-inflamatdérias ou da estimulacgdo
da expressdo de citocinas anti-inflamatérias;

e em que a doenca de tipo inflamatdério €& selecionada a
partir do grupo qgue consiste em: doenca inflamatéria

intestinal; artrite reumatoide; e lupus.



4. A composigdo para a utilizacdo de acordo com a
reivindicacao 1, ou a utilizagdo de acordo com a
reivindicagcdo 2 ou o composto para a utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 3, em que, pelo menos, R1 ou R2 & um
monossacarido, um dissacéarido nao substituido ou
substituido por uma ou mais fracgdes hidroxi ou fracdes
carboxi; um halogéneo; um grupo hidrocarbilo ou um grupo
hidrocarbilo funcional nado substituido ou substituido por
uma ou mals fragdes hidroxi, fracgbdes carboxi, fracgdes
nitroxi, monossacaridos, dissacaridos, aminas, amidas,
tidis, sulfatos, sulfonatos, sulfonamidas ou halogéneos, em

gque o hidrocarbilo tem 1 a 8 &tomos de carbono.

5. A composicédo para a utilizacdo, ou a utilizacdo ou o
composto para a utilizacdo de acordo com a reivindicacéao 4,
em que, pelo menos, Rl ou R2 é um monossacdrido tri-

acetilado.

6. A composicdo para a utilizacao, ou a utilizacd@o ou o
composto para a utilizacdo de acordo com a reivindicacéo 4,

em que, pelo menos, R1 ou R2 é um grupo metilo.

7. A composicdo para a utilizacdo, ou a utilizacdo ou o
composto para a utilizacgdo de acordo com a reivindicacgédo 6,

em que R1 ou R2 é um monossacarido acetilado.

8. A  composig¢do para a utilizacdao de acordo com a
reivindicag¢ao 1, ou a utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 2 ou o composto para a utilizacado de acordo
com a reivindicacdo 3, em que o composto da Fdérmula (I) é
Meisoindigo ou ¢é glico-Meisoindigo tri-acetilado ou ¢é
NATURA.

9. A composicdo para a utilizacdo de acordo com a



reivindicacdo 1, que compreende ainda um agente anti-

inflamatdério.

10. A utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 2, em que o

medicamento compreende ainda um agente anti-inflamatédrio.

11. O composto para a utilizagdo de acordo com a
reivindicagcdo 3, em que o composto ¢é administrado em

conjunto com um agente anti-inflamatdrio.

12. A composigdo para a utilizacdo de acordo com a
reivindicacéo 9, ou a utilizacao de acordo com a
reivindicacdo 10 ou o composto para a utilizacgdo de acordo
com a reivindicagado 11, em gque o agente anti-inflamatério é
selecionado a partir do grupo que consiste: num analgésico;
num agente antirreumdtico; num agente gastrointestinal;
numa preparacdo contra a gota; em glicocorticoides; numa
preparacgéao oftdlmica; num agente respiratério; numa

preparacgdo nasal; e num agente de membrana mucosa.

13. A composicao para a utilizacdo, ou a utilizacgcdo ou o
composto para a utilizagdo de acordo com a reivindicacgéao
12, em que o analgésico é selecionado a partir do grupo que
consiste em: naproxeno, indometacina, ibuprofeno,
cetorolaco de trometamina, trissalicilato de magnésio de
colina e rofecoxib; o agente antirreumdtico é selecionado a
partir do grupo que consiste em: ciclosporina,
sulfassalazina, valdecoxib, penicilamina e dexametasona; o
agente gastrointestinal é selecionado a partir do grupo que
consiste em: mesalamina, balsalazida dissddica e olsalazina
soédica; a preparacéao para a gota é sulindac; o
glicocorticoide ¢é selecionado a partir do grupo que
consiste em: dexametasona, fosfato de dexametasona, acetato
de metilprednisolona, hidrocortisona e fosfato de sdédio de

hidrocortisona; a preparagdo nasal é selecionada a partir



do grupo que consiste em monohidrato de dipropionato de
beclometasona, propionato de fluticasona, acetonido de
triancinolona, flunisolida, monohidrato de furoato de
mometasona e budesonida; a preparacao oftdlmica é
cetorolaco de trometamina; o) agente respiratdrio é
nedocromil sdédico; e o agente de membrana mucosa &
selecionado a partir do grupo gue consiste em dipropionato
de alclometasona, butirato de hidrocortisona,
flurandrenolida, valerato de betametasona e propionato de

clobetasol.

14, A composigdo para a utilizacdo de acordo com a
reivindicagcao 1, ou a utilizacdo de acordo com a
reivindicagcdo 2 ou o composto para a utilizacdo de acordo
com a vreivindicacdo 3, em que a doenca inflamatdria

intestinal é a doenca de Crohn ou colite ulcerativa.

15. A composigdo para a utilizacdo de acordo com a
reivindicacao 1, ou a utilizacdo de acordo com a
reivindicagdo 2 ou o composto para a utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 3, em que o composto €& administrado
numa concentracdo suficiente para inibir a citocina IL-1lq,
¢, IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, IL-17, IL-18, TNF-
o, LT, LIF, Oncostatina ou IFNcla, B, V.

16. A composigdo para a utilizagdo de acordo com a
reivindicacao 1, ou a utilizagdo de acordo com a
reivindicacdo 2 ou o composto para a utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 3, em que o composto ¢é administrado
numa concentracido suficiente para estimular a expressao de

citocinas IL-4, IL-10, IL-11, W-13 ou TGF f{.
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