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RELATORIO DESCRITIVO . .. .

Patente de Inven¢do para “SUBSTANCIAS "BaRA USO Nb
TRATAMENTO DE PSORIASE"

A inven¢do se refere as substincias para uso no tratamento de
psoriase e doengas associadas a mesma.

Psoriase ¢ uma doenga inflamatéria cronica, heterogénea da pele de
etiologia desconhecida.

A predominéncia da psoriase na populagdo mundial é estimada ao
redor de 2 a 3% e varia de lesdes minimas dos cotovelos e joelhos a um grande
numero de lesdes espalhadas sobre a pele, com homens e mulheres sendo
igualmente afetados.

A psoriase pode ocorrer em qualquer por¢do do revestimento, tais
como, os cotovelos, joelhos, couro cabeludo e unhas.

Na maioria dos pacientes, a psoriase comum ¢ de intensidade
branda a moderada e afeta menos que 20% da pele.

A psoriase classica aparece como papulas e placas com camadas de
crostas, a lesdo individual sendo eritematosa, coberta com camada de crosta
branca prateada profundamente demarcada da pele adjacente.

A psoriase, contudo, ocorre em uma variedade de padrdo e pode ser
associada a varias formas de artrite inflamatdria, incluindo oligoartrite
assimétrica, artrite simétrica, espondiloartrite e artrite mulitas.

Por exemplo, estima-se que a artrite psoriatica ocorra em 2,7 a 7%
da populagdo psoriatica em geral e na maioria dos casos, a artrite psoridtica
aparece varios anos apds a psoriase.

Histologicamente, a psoriase ¢ caracterizada por
hiperproliferagdo/hiperplasia  epidérmica resultando da infiltragdio de
ceratindcitos inflamatdrios na derme, por vascularidade aumentada e liberagio de
citocinas pré-inflamatorias associadas, tais como, IL-1, IL-6, IL-8 € TNF-a.

A etiopatogenese da psoriase e sua artrite correlata (PsA) ainda ndo
foi compreensivamente explicada, porém ¢ amplamente aceito que fatores
genéticos, imunolégicos e ambientais desempenham papéis importantes no

desenvolvimento e expressdo destas doengas.

o o
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O papel genético na etiologia e patogenese (}g:. Psg):l;ié.ls;c. e.§ue'1,a.rt1j,t:e:
psoriética relacionada é fortemente sustentado por dois eséﬁ'ddsgdéffspiiloszas Lfi{.
em "Proceedings of the IXI ILAR Congress of Rheumatology 1997, Singapura,
paginas 262-263".

A pesquisa no campo também sugere o envolvimento direto do
sistema imune na patogenese de psoriase e sua artrite psoriatica correlata.

Primeiramente, a presenga de linfocitos CD4+ e¢ CD8+ na pele e
membrana sinovial indica que estas células participam destas doengas.

Adicionalmente, a evidéncia do papel do sistema imune,
especificamente células T é provida pelo efeito de agentes imunosupressivos no
processo psoriatico inflamatério em ambos pele e sindvio e varios agentes
imunosupressivos, incluindo metotrexato e ciclosporina A que sdo muito eficazes
na atividade de controle da psoriase e sua artrite psoriatica correlata.

Adicionalmente, Espinoza mostrou que fibroblatos psoriaticos
podem contribuir de modo significante para as alteragdes inflamatdrias e
proliferativas observadas na psoriase e sua artrite psoriatica correlata.

Os fibroblastos psoriticos na pele e sinévio exibem alteragdes no
ciclo de célula do DNA e respostas de fator de crescimento, causam um aumento
na expressdo das plaquetas derivadas do receptor (PDGF)-f do fator de
crescimento e na produgdo de interleucina IL-1p, interleucina-8 (IL-8) e PDGF, e
adicionalmente expressam constitutivamente a interleucina-6 (IL-6).

Isto indica que, IL-1B, IL-6 e IL-8 que sdo citocinas pro-
inflamatérias sdo expressas na psoriase e sua artrite psoriatica correlata.

Adicionalmente, no fluido sinovial dos pacientes que sofrem de
psoriase e artrite correlata, foram encontrados altos niveis de fator de necrose de
tumor (TNF-a), IL-1, IL-6 e IL-8.

As modalidades de tratamento atualmente disponiveis para psoriase
podem ser divididas em trés categorias principais: terapias tOpica, foto e

sistémica (ciclosporina, metotrexato e retindides orais).
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Um grande numero de composi¢des farmac€uticas, utilizadas no
tratamento da psoriase ¢ reportado com graus variadss’ 4é. 's.u:ees:sos.es o
freqiientemente acompanhados por efeitos colaterais indesejados.

Adicionalmente, os tratamentos atualmente disponiveis para
psoriase ndo sdo capazes de curar as doengas € 0 objetivo destes tratamentos ¢
apenas o de diminuir a gravidade e extens@o das lesdes cutaneas.

Até a presente invengao, ndo havia nenhuma tratamento terapéutico
eficaz da psoriase ou psoriase e condigdes associadas, tais como, artrite
psoriatica.

Considerando-se a gravidade em potencial da psoriase e doengas
correlatas e predominio relativamente alto na populagdo em geral, e
adicionalmente considerando-se que a psoriase foi reportada e estuda desde o
século dezenove, existe uma necessidade ha muito sentida de um tratamento
terapéutico eficaz da psoriase e doengas associadas a mesma.

O objetivo da presente invengdo assim € prover uma substincia
para uso no tratamento da psoriase e doengas associadas a mesma.

De acordo com a presente invengao, este objetivo foi atingido como
resultado da verifica¢do inesperada de que diacereina pode ser 1til no tratamento
da psoriase e doengas associadas a mesma.

A diacereina, também denominada, diacereina, diacetileina ou
acido 4,5-bis(acetiloxi)-9,10-dihidro-9,10-dioxo-2-antraceno carboxilico (vide
The Merck Index, 12* Edigdo, 1996, Produto nimero 3003, paginas 501-502), é

um derivado de antraquinona com a seguinte estrutura:

cﬂsoco 0o  ococH

3
Il ! COQH
o :

e é conhecida por seu uso no tratamento de artrite reumatoéide e

osteoartrite, por exemplo, conforme descrito no US-A-4.244.968 (Prof. C.A.
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FRIEDMANN), EP-B-0.520414 (MADAUS AG) e EP-B-0.636.602
(LABORATOIRE MEDIDOM S.A). :

Varias formulagdes para administragdo parenteral ou oral de
derivados de diacereina foram propostas.

Uma preparag¢do vantajosa para administragdo oral é, por exemplo,
descrita na Ep-A-0.264.989.

Considerando-se que a diacereina e seus derivados foram
considerados para o tratamento da artrite reumatdide e osteoartrite, ambos
soropositivo para fator reumatdide, eles ndo foram considerados, antes da
invengdo, para o tratamento de psoriase e condi¢bes associadas, tais como, artrite
psoriatica soronegativa para fator reumatoide.

O mecanismo da diacereina e seus derivados no tratamento da
psoriase e sua artrite correlata (PsA) ndo estd inteiramente claro, contudo,
diacereina e seus metabolitos ativos mostraram inibir a sintese e atividade das
citocinas catabolicas pro-inflamatérias da familia IL-1, especialmente IL-1 € o
antagonista de receptor IL-1 (IL-lra) e também mostrou inibir IL-6 e outras
citocinas, tais como, TNF-o e LIF.

Presume-se que os efeitos mencionados acima da diacereina nas
citocinas ¢ uma de uma razdo possivel para sua eficicia no tratamento da
psoriase, uma vez que existe uma expressao de alto nivel de TNF-a, IL-1,IL-6 ¢
IL-8 no fluido sinovial dos pacientes que sofrem de psoriase e artrite psoriatica.

De acordo com um aspecto, a presente invengdo se refere ao uso de
diacereina ou um derivado farmaceuticamente aceitavel do mesmo, para
fabricagdo de uma composi¢do farmac€utica para tratamento da psoriase e
doengas associadas a mesma.

De acordo com outro aspecto, a presente invengéo se refere ao uso
de diacereina ou um derivado farmaceuticamente aceitavel da mesma para
fabricagdo de uma composi¢do farmacéutica para o tratamento da psoriase.

Ainda de acordo com outro aspecto, a presente invengdo se refere
ao uso de diacereina ou um. derivado farmaceuticamente aceitavel da mesma,
para fabricagdo de uma composi¢do farmacéutica para o tratamento da psoriase e

artrite psoriatica.
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Ainda de acordo com outro aspecto, a presente invencio, se, refere
ao uso de diacereina para fabricagdo de uma composigéo"farinécéutji;aip:aré.o
tratamento da psoriase.

Ainda de acordo com outro aspecto, a presente invengdo se refere
ao uso de diacereina para fabricagdo de uma composi¢do farmacéutica para o
tratamento da psoriase e artrite psoriatica.

Também de acordo com outro aspecto, a presente invengdo se
refere a um processo para tratamento da psoriase incluindo administragdo de uma
composicdo farmac€utica compreendendo uma quantidade eficaz de diacereina
ou um derivado farmaceuticamente ativo da mesma.

Ainda de acordo com outro aspecto, a presente invengdo se refere a
um processo para tratamento da psoriase e artrite psoridtica incluindo
administragdo de uma composi¢do farmacéutica compreendendo uma quantidade
eficaz de diacereina ou um derivado farmaceuticamente ativo da mesma.

A presente inven¢do satisfaz uma necessidade ha muito sentida de
ter-se um tratamento especificamente eficaz da psoriase e doengas associadas
pelo uso de diacereina ou um derivado farmaceuticamente aceitavel da mesma.

Uma vantagem do uso da diacereina ¢ que, como a diacereina ja
vem sendo extensivamente usada para o tratamento da osteoartrite e da artrite
reumatodide e ja foi assunto de estudos toxicoldgicos extensivos, sabe-se que a
mesma ¢ bem tolerada e ndo mostra potencial carcinogénico.

Uma outra vantagem da diacereina é que foi demonstrado que a
mesma nao afeta a producdo de prostaglandina PGE, e, portanto, ndo possui
potencial gastrotdxico.

Outras vantagens da presente inven¢do aparecerdo na descri¢ao
detalhada que se segue.

A diacereina que pode se usada na presente inven¢do, pode ser
qualquer diacereina possuindo uma pureza suficiente para ser usada em uma
composi¢do farmacéutica.

De acordo com o Merck Index, 12* Edicdo, diacereina pode ser
sintetizada de acordo com A. Tschirch, K. Heuberger, Arch. Pharm. 240, 596
(1902); V.K. Murty e outros, Tetrahedron 23, 515 (1967).
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As formulagdes conhecidas contendo dlacerema sao,,por exg,mnlo,. oo, wees

Artrodar®, Art50®, Zondar50®, Fisiodar®, Artrofast®- 'Berhoul@,..Mainx@ :
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Cartivix® e Artrolyt® (comercializadas na Franga, Italia, Grécia, Portugal,
Israel, Brasil, Argentina e Peru pelo Laboratoire Medidom S.A (Genebra) ou por
seus licenciados, estas formulagdes sendo comercializadas para tratar a
osteoartrite.

Varios processos para preparagdo através da extra¢do ou sintese de
diacereina possuindo uma pureza farmacéutica alta sdo protegidos por pedidos
de patentes ou patentes mantidas ou licenciadas pelo Laboratoire Medidom S.A.
(Genebra) (vide, por exemplo, EP-B-0.636.602 ¢ EP-B-0.520.414).

Um derivado farmaceuticamente aceitavel de diacereina que pode
ser usado na presente inven¢do pode ser qualquer derivado de diacereina
farmaceuticamente aceitavel, onde o grupo acido de diacereina estd na forma de
um sal ou de um éster.

Exemplos ndo limitantes de derivados de diacereina que podem ser
usados na presente invengao sdo sais de metais alcalinos ou alcalino terrosos, tais
como, sal de sddio, sal de potassio, sal de magnésio, sal de calcio, etc., um éster
derivado de alcoois C; -Cg, tal como um éster derivado de metanol, etanol, etc.

Contudo ¢é preferido o uso da diacereina.

Na presente invengdo, a diacereina ¢ usada preferivelmente para
preparar composi¢do farmac€utica em uma forma aceitavel para administragdo
oral.

As composi¢des farmacéuticas que estdo em uma forma aceitavel
para administra¢ao oral sdo, por exemplo, xaropes, comprimidos, capsulas, etc.

Quando a composi¢do farmacéutica estd na forma aceitdvel para
administragdo oral, a dosagem esta preferivelmente na faixa de 30-200 mg
diérios e mais preferivelmente 100 mg diarios.

A dosagem diaria é preferivelmente administrada pelo menos duas
vezes.

Uma dosagem especificamente eficaz da diacereina na
administrag8o oral para o tratamento da psoriase ¢ de 100 mg duas vezes ao dia

por pelo menos seis meses.
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HIEE $ s .

derivados farmaceuticamente aceitdveis da mesma pode $mbém? sdr ;gro:viilaha
forma de um creme ou ungiiento para aplicagdo tdpica nas porgdes de
revestimento afetadas por psoriase, tais como, placas hiperceratdticas.

Quando a composi¢do farmacéutica estd na forma aceitavel para
administragdo tdpica, a dosagem da composi¢do e o numero de aplicagdes diarias
sdo convenientemente escolhidos como sendo eficazes.

As composigdes farmacéuticas compreendendo diacereina ou
derivados farmaceuticamente aceitaveis das mesmas podem ser preparadas por
mistura simples da diacereina ou derivado farmaceuticamente aceitavel da
mesma com excipientes apropriados convencionais e conformando a composigdo
na forma galénica apropriada ou por qualquer processo convencional apropriado.

Para ilustrar o efeito da presente invengdo, a presente invengdo sera
agora descrita em detalhes com referéncia aos exemplos incluindo testes in
vitro e experiéncias clinicas além das figuras.

Descricéiio das Figuras

A figura 1A representa um diagrama mostrando a viabilidade dos
ceratindcitos 24 horas ap6s um tratamento in vitro com diacereina, medido
pelo processo de exclusdo de corante azul de tripan.

A figura 1B representa um diagrama mostrando a viabilidade dos
ceratindcitos 96 horas ap6s um tratamento in vitro com diacereina, medido
pelo processo de exclusdo de corante azul de tripan.

A figura 2A representa um diagrama mostrando a contagem de
ceratindcitos 24 horas apds um tratamento in vitro com diacereina.

A figura 2B representa um diagrama mostrando a contagem de
ceratindcitos 96 horas apds um tratamento in vitro com diacereina.

A figura 3A representa um diagrama mostrando a sintese de DNA
(incorporagdo de 3H-timidina) 24 horas apds um tratamento in vitro com

diacereina.

.
.
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A figura 3B representa um diagrama mostrando a sintese, de, DNA,,

46 horas apds um tratamento in vitro com diacereiné’(irfcéxﬁa;agéo de 3H-
timidina) .

A figura 3C representa um diagrama mostrando a sintese de DNA,
72 horas apés um tratamento in vitro com diacereina (incorporagdo de 3H-
timidina) .

A figura 3D representa um diagrama mostrando a sintese de DNA,
96 horas ap6s um tratamento in vitro com diacereina (incorporagdo de 3H-
timidina) .

A figura 4A representa um grafico mostrando o teor de IL-1 pelo
processo ELISA.

A figura 4B representa um grafico mostrando o teor de IL-1 pelo
processo ELISA, 24 horas ap6s irradiagdo UVB.

A figura 5A representa um grafico mostrando o teor de IL-6 pelo
processo ELISA.

A figura 5B representa um grafico mostrando o teor de IL-6 pelo
processo ELISA, 24 horas apds irradiagdo UVB.

A figura 6B representa um grafico mostrando o teor de IL-8 pelo
processo ELISA, 24 horas apds irradiagdo UVB.

A figura 6C representa um grafico mostrando o teor de IL-8 pelo
processo ELISA, 24 horas apds tratamento com TNF-a.

A figura 7 representa um grafico mostrando o teor de TNF-o. pelo
processo ELISA, 24 horas apo6s irradiagdo UVB.

EXEMPLOS

Avaliacdo in vitro do efeito de diacereina na proliferacdo de

ceratinicito e medicdes da liberacdo de ceratindcitos das citocinas principais

mediante tratamento com diacereina
Materiais e Processos
Nos presentes testes, foi usada diacereina pura.

Culturas de Ceratindcitos
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Boehringer Mannheim, Alemanha) das folhas epidérmicas.

A epiderme foi incubada em tripsina a 0,25%/ EDTA a 0,02% por
20 minutos a 37°C e mecanicamente desagregada.

As suspensdes de célula epidérmica foram colocadas em placas (2,5
x 10*/cm?) em células 3T3-J2 tratadas com C (2,4 x 10%/cm?), ATCC, Rockville,
MD, USA) e cultivadas em atmosfera umectada de CO, a 5% no meio de
crescimento de ceratindcito: meio de Eagle modificado da Dulbecco e meio F12
de Ham (mistura 3:1, Biochrom KG, Berlim, Alemanha) contendo soro de feto
bovino (10%, Biomedicals, Aurora, Ohio), insulina (5 mg/ml, Sigma, St. Louis,
MO, USA), transferrina (5 mg/ml, Sigma), adenina (0,18 mM, Sigma),
hidrocortisona (0,4 mg/ml, Sigma), triiodotironina (20 pM, Sigma), toxina célera
(0,2 nM, Sigma) fator de crescimento epidérmico (10 ng/ml, Sigma), 4 mM
glutamina (Sigma) e penicilina/estreptomicina (50 IU/ml, Biochrom.).

Nas culturas primarias subconfluentes, 3T3-J2 residual foi
destacado com 0,02% de EDTA e ceratindcitos foram tripsinizados com 0,05%
de tripsina/0,02% EDTA e recolocadas em placas a uma densidade de 5 x 10°
células/cm? em células 3T3-J2 (2,4 x 104/cm2) tratadas com mitomicina C.

Culturas secundérias subconfluentes foram tripsinizadas como
acima e recolocadas em placas para os experimentos no meio isento de soro
definido (KGM, Clonetics Corp., San Diego, CA, USA).

A viabilidade da célula foi avaliada por exclusdo de azul de tripan.

Radiacdo UV-B

A radiagdo UV-B foi liberada com uma bateria de lampadas (TL
10W/12 RS UV-B Philips Medical) antes e apds tratamento com diacereina.

Em outros experimentos, a radiagdo UVB foi liberada apenas apos
adi¢do de diacereina.

Antes da irradiacgdo, as células foram lavadas uma vez com PBS e

irradiadas em presenga de PBS.

.
ooooooo
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Os controles foram falsamente irradiados por perlodos 1dent1qo.s,
conforme medido pelo International Light Research Radfémeier.(ﬂewburyport
MA).

Ensaio de Proliferacdo de Célula

Ceratinécitos humanos normais (9000 células/fonte) foram
desenvolvidos em 96 placas fonte, em KGM, e pré-tratados com diacereina ou
diluente sozinho.

As células foram contadas em 24, 48 ¢ 96 horas. Além disto, a
incorporagdo de 3H-timidina (1 pCi/fonte, Amersham-Pharmacia Biotech,
Rainham, Reino Unido) foi realizada 12 horas antes da colheita das células e as
células foram coletadas em 24, 48, 72 e 96 horas.

A radioatividade incorporada foi determinada por contador f3.

Ensaios ELISA

A quantificagdo dos niveis de citocina foi realizada por um
imunoensaio de enzima de dois sitios quantitativo, de acordo com as instrugdes
do fabricante, usando kits ELISA para IL-1, IL-6, IL-8 € TNF-a..

A concentra¢do da amostra foi determinada por absorbancia a 450
nm com corre¢do de comprimento de onda ajustada em 540 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1 —Viabilidade de ceratindcitos por exclusdo de azul de tripan

A fim de entender os efeitos da diacereina nos ceratindcitos
humanos, uma alteragio possivel dos pardmetros vitais foi avaliada por exclusdo
de azul de tripan.

Conforme mostrado na figura 1A e figura 1B, doses crescentes de
diacereina ndo causam qualquer alteragdo significante da viabilidade do
ceratindcito, exceto para as doses de 100 e 200 pM em 96 horas.

Assim, sabe-se que a diacereina ndo afeta os pardmetros vitais do
ceratindcito.

2 —Ensaio de Proliferagdo de Ceratindcito

A fim de avaliar o efeito terap€utico da diacereina na psoriase,
ceratindcitos cultivados foram providos e doses crescentes de medicamento e

ceratindcitos foram contadas.

o, 0%
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Conforme mostrado na figura 2A, o numero de células  foi

significativamente diminuido 24 horas apds tratamento,§"etf)énhs§,q§1a.r§dc:5..cioéés
entre 10 e 200 uM foram usadas (p < 0,05).

Por outro lado, conforme mostrado na figura 2B, 96 horas apods
tratamento, uma diminuicdo dependente de dose clara no numero dos
ceratinécitos foi observada partindo de 5 de diacereina até 100 pM (p < 0,05)
(Figuras 2A e B).

Esta verificacdo foi confirmada por efeito de golpeamento da
diacereina na sintese de DNA.

Especificamente, a incorporagio de 3H timidina foi
significativamente reduzida e dependente da dose por adi¢do de diacereina em 24
(10 a 200 uM), 48 (1 a 200 uM), 72 e 96 (0,1 a 200 pM) horas apds tratamento
(figuras 3A, 3B, 3C e 3D).

3 —Liberagdo de IL-1 por Ensaio ELISA

IL-1 € constitutivamente expresso nos ceratindcitos humanos. A
liberagdo de IL-1 foi medida apds adi¢do de doses crescentes de diacereina.

Conforme mostrado na figura 4A, sob condi¢gdes normais,
diacereina ndo afeta os niveis de constitui¢ao de IL-1 nos ceratindcitos.

Uma vez que sabe-se que a luz UV € o estimulo mais potente para
liberagdo de citocina, os ceratindcitos foram irradiados com UVB, tanto antes
quanto ap6s tratamento com diacereina.

Conforme mostrado na figura 4B, enquanto UVB causou um
tremendo aumento na liberacdo de IL-1, a diacereina impediu este efeito 24 horas
apos irradiagdo.

Especificamente, conforme mostrado na figura 4B, a diacereina
tornou-se mais potente quando administrada antes da irradiagdo UVB.

Foi verificado que tdo pouco quanto 0,1 pM do medicamento foi
capaz de regular para baixo a liberagdo de IL-1 quase para os niveis de linha de
base.

4 —Liberacédo de IL-6 por Ensaio ELISA

Nenhum nivel constitutivo de IL-6 foi normalmente detectado nos

ceratinocitos humanos.
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Portanto, a liberagdo de IL-6 foi estimulada por irradiagéo UVB.

rxl . S8 _ enee o
. * o o

Embora a diacereina no tenha afetado os nigreisqi{%‘ g.obcondwﬁes' '
basicas (Figura 5A), ela causou uma redugéo de liberagdo de IL-6 induzida por
UVB, 24 horas ap0s irradiagao.

A diacereina foi significativamente mais eficaz quando adicionada
antes e apds a luz UVB.

Na realidade, neste caso, uma redugdo significativa na liberagdo de
IL-6 foi observada com uma dose de 1 pM, considerando que 5 uM de diacereina
foram necessarios para uma regulagio para baixo de IL-6 quando o medicamento
foi administrado apenas antes de UVB (figura 5B).

5 —Liberacdo de IL-8 por Ensaio ELISA

De modo semelhante ao IL-6, IL-8 ndo foi afetado por diacereina
sob condi¢des normais (figura 6A).

Contudo, quando a liberagdo de IL-8 foi regulada para cima por
irradiagiio UVB, a diacereina (5-100 pM) causou uma redugdo significativa dos
niveis de citocina em 24 horas.

Também neste exemplo, diacereina foi mais eficaz quando
fornecida antes e apds irradiagdo UVB (figura 6B).

Uma vez que TNF-o € um indutor potente de IL-8 nos ceratindcitos
e desempenha um papel importante na patogenese da psoriase, o efeito de
diacereina no IL-8 foi também avaliado apds estimulo dos ceratindcitos com
TNF-a.

Apenas doses altas de diacereina (50-200 uM) foram capazes de
regular para baixo a liberacdo de IL-8 induzida por TNF-a em ceratindcitos
(figura 6C).

6 - Liberacdo de TNF-a por Ensaio ELISA

Conforme mencionado acima, TNF-a é de grande importincia nos
patomecanismos da psoriase. Portanto, nos queriamos avaliar o efeito da
diacereina na liberagdo desta citocina dos ceratinécitos humanos. -

A diacereina regulou para baixo a liberagdo de TNF-a induzida por
UVB, apenas em dosagens altas (50-200 uM) (Figura 7).

¢ o
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Os testes in vitro acima mostram claramente que a d1acer1ena pode

ese o0, % *°°
. e

atuar nos dois fatores patogenéticos mais 1mportantcs x:mduznda o+t "

desenvolvimento das lesGes psoriaticas, isto é a proliferagdo do ceratindcito e
alteracdo da rede de citocina.

Estes testes mostraram que os niveis terapéuticos de diacereina
inibiram potencialmente a proliferagio do ceratindcito em uma maneira
dependente da dose e, além disto, que também 0,1 pM de diacereina regulou para
baixo a libera¢do de IL-1 para niveis quase na linha de base.

Estes testes mostraram, adicionalmente, que a diacereina
significativamente regulou para baixo a liberagéo induzida por UVB de IL-6, IL-
8 e TNF-a, todas as quais estdo envolvidas nos patomecanismos da psoriase.

Experiéncias Clinicas Mostram a Eficicia e Seguranca da

Composicio Farmacéutica Contendo Diacereina no Tratamento da Psoriase

e Artrite Psoriatica
O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia e seguranga da diarréia
no tratamento da psoriase com artrite psoriatica branda a moderada.

Composicdo Farmacéutica a Ser Testada:

O medicamento investigatorio Artrodar® (Laboratoire Medidom
S.A. (Genebra) ¢ uma capsula de gelatina dura tamanho 1.

A férmula unitaria contida em cada cépsula é como se segue:

Diacereina 50,0 mg
Monohidrato de lactose 214,5 mg
Croscarmelose de sédio 11,5 mg
Polividona K30 11,5 mg
Didxido de silicio coloidal 11,5 mg
Estearato de magnésio 1,2 mg

O revestimento da capsula é como se segue:

Corpo: branco opaco (002)

Didxido de titdnio 2,3041 mg
Capsula: verde escuro opaco (819)

Azul FD & Cn° 2 0,4106 mg
Oxido de ferro amarelo 0,0272 mg
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Didxido de titanio 0,5434 mg
Pacientes Testados

Foram testados dez pacientes que enquadraram-se nos critérios de
inclusdo e exclusdo indicados abaixo.

Critérios de Inclusdo: ‘

Pacientes homens e mulheres com mais de 18 anos de idade com:

- envolvimento cutdneo definido por area de psoriase e indice de
gravidade (PASI) (< 15);

- teste latex negativo persistente ou ELISA para fatores
reumatdides;

- diagndstico estabelecido de artrite psoriatica de gravidade branda
a moderada com pelo menos 3 meses de duragdo caracterizada por oligoartrite (<
4 juntas envolvidas) e/ou espondiloartrite;

- valores normais para hematologia e valores quimicos clinicos
(ESR 1 h <30 mm, WBC com contagem diferencial de leucdcitos, RBC, Hb (>
11 mg/dl), plaquetas, creatinina, transaminases, fosfatase alcalina, bilirubina);

- valores de pressdo sangiiinea controlados por medicamento ou
normais;

- falha em responder a terapia topica e fototerapia (incluindo
emolientes e alcatrdo de hulha);

- evidéncia de processos contraceptivos medicalmente aprovados
em mulheres em idade de concepgao;

- consentimento por escrito de cada paciente.

Critérios de exclusio:

- paciente com idade inferior a 18 anos;

- fator reumatoide positivo (RF) ou anticorpos antinucleares (ANA)
> 1: 80;

- histérico de doeng¢a inflamatdria dos intestinos ou evidéncia de
outro disturbio reumatolégico;

- sensibilidade individual determinada & diacereina ou quaisquer

dos componentes na capsula;
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- doenga cronica que, na opinido do investigador, limitaria a

vese
ey
eee

participag@o com sucesso na experiéncia; oot o 8 :

- tratamento com medicamentos de atuagdo lenta e/ou
corticosterdides durante o més antes do inicio do estudo; '

- paciente que, no julgamento do investigador, concordaria com o
registro.

Tratamento

O tratamento foi feito com capsulas de 2 x 50 mg de Artrodar®
(cada cépsula contém 50 mg de diacereina) tomada oralmente por dia por 6
meses.

Uma cépsula seria tomada a tarde, ap6s o almogo, enquanto a outra
seria ingerida a noite, apds o jantar.

Medicacdo Concomitante

Nenhum medicamento modificador de doenca atuando lentamente
para artrite psoriatica ou corticosterdides foram permitidos durante um més antes
do inicio do estudo e através de todo o estudo.

O tratamento com NSAIDs, analgésicos e outros medicamentos foi
mantido constante durante o estudo e as doses usadas foram registradas a cada
semana.

Critérios de Eficécia

O que se segue foi avaliado na linha de base e em intervalos
regulares durante o estudo:

- O indice PASI (Fredriksson e Petterson, 1978) para avaliagdo de
envolvimento cutineo.

- Dor em atividade (junta alvo) avaliada usando VAS.

- Indice Articular Ritchie.

Um paciente foi considerado como respondendo ao tratamento se
ela ou ele tinha uma melhora na gravidade da psoriase na classificagdo PASI.

Critérios de Seguranca

Todos os eventos adversos observados pelo Investigador ou

reportados pelo médico foram registrados.

.
e
.
.

Lt



10

15

20

25

16

O

Resultados de Acordo com os Dados do I.{.gasu{p_o .da T.abg_la_. e

Dados Individuais da Tabela 2 L

Um total de 10 pacientes com artrite psoritica branda a moderada
foram incluidos no estudo.

- Trés pacientes completaram a visita de linha de base — nenhum
dado de eficacia disponivel na época em que este relatério foi confeccionado.

- Um paciente tomou 0 medicamento por 1 més.

- Seis pacientes tomaram o medicamento por mais de 1 més.

Conseqiientemente, os dados estdo disponiveis para 7 pacientes que
tomaram o medicamento por pelo menos 1 més sio apresentados na Tabela 1
(DADOS DO SUMARIO). Os dados brutos para cada paciente sdo apresentados
na Tabela 2 (DADOS INDIVIDUALIS).

Dos sete pacientes que tomaram diacereina por mais de 1 més,
todos responderam ao tratamento na medida em que o componente de psoriase
esta relacionado (reducdo na classificagdo PASI).

- 4 pacientes responderam apos 1 més

- 2 pacientes responderam apés 2 meses

- 1 paciente respondeu apds 3 meses

Um destes pacientes abandonou o estudo apds 1 més de tratamento
devido a diarréia. Contudo, ambos psoriase e sintomas de artrite melhoraram
muito durante o tratamento de | més e, portanto, o paciente pode ser considerado
como tendo respondido.

Dos trés pacientes restantes, um ndo mostrou qualquer melhora no
estado da psoriase quando o paciente completou 1 més apds o tratamento,
considerando-se que os dois pacientes restantes haviam completado apenas suas

visitas de linha de base.
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TABELA 1 —-DADOS DO SUMARIO

Iniciais | Sexo | Datade | Idade | Diagnéstico | Duratflo *|[Rdsitallos : : |Rgspista, }
do nascimento | (anos) da

paciente psoriase
MP M | 24/05/1952 47 Artrite Desco- Apbés trés meses | Positiva

psoridtica |nhecida |de tratamento
com Diacereina,
a psoriase
diminuiu signifi-
cativamente em
extensdo e
gravidade. A
psoriase também
melhorou. Apds
4 meses de
tratamento, uma
psoriase leve
(eritema = leve)
foi encontrada na
parte anterior do
couro cabeludo.
Um eritema leve
e descamacgdo
moderada

observadas  na
parte posterior do
couro cabeludo.
Isto praticamente
desapareceu  do
joelho e cotovelo
esquerdo. .
Apbs 5 meses de
tratamento, uma
psoriase leve
estava  presente
na parte anterior
do couro
cabeludo

(eritema = leve).
A parte posterior

do couro
cabeludo

mostrou eritema
leve e
descamagio.

(0] cotovelo
esquerdo

mostrou apenas
uma leve

infiltragdo.
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EM

26/02/59

41

Artrite
psoriatica

Apos dois meses
de tratamento
com Diacereina,
a psoriase
desapareceu.
Cerca de 1 més
ap0s, a psoriase
reapareceu  nos
membros
inferiores e couro
cabeludo (uma
gravidade menor
do que na linha
de base). Na
proxima visita,
um més depois, 0
paciente tinha o
mesmo estado de
psoriase que o
da visita anterior.
Nenhum evento
adverso foi
observado

Positiva

FB

30/11/1930

69

Artrite
psoriatica

S anos

Psoriase branda a
moderada nos
pulsos,
cotovelos,

couro cabeludo,
gliteos e coxa
direita.

Apos 1 més de
tratamento com
Diacereina, a
psoriase melho-
rou de moderada
para branda.
Apds um més a
mais de trata-
mento, a gravida-
de da psoriase foi
julgada como
sendo branda.
Nenhum efeito
adverso foi
reportado

Positiva

OB

19/11/1949

50

Artrite
psoriatica

5 anos

Na linha de base,
a psoriase era
moderada no

Positiva
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Diacereina, a
gravidade da
psoriase melho-
rou de moderada
para leve.

o paciente
interrompeu o
tratamento com
Diacereina
devido a diar-
réia.

Contudo, o paci-
ente mostrou
melhora na
psoriase e artri-
te em um meés.

03/02/1925

75

Artrite
psoriatica

6 meses

Na linha de base,
a psoriase atingiu
20% do couro
cabeludo.
Eritema
moderado e
infiltragéo,
descamagdo
branda. Area da
viritha e regido
anal também
afetadas com
eritema  mode-
rado e infiltragdo,
descamagdo.
O paciente re-
portou que ele
havia parado o
tratamento com
Diacereina apos
4 semanas,
porque seus
sintomas haviam
desaparecido.
Contudo, sua
psoriase retornou
3 semanas mais
tarde de forma
branda nas mes-
mas areas
mencionadas
acima.

Positiva

oo oo
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IB

05/02/1935

65

Artrite
psoriatica

12 anos

Na linha de base,
a gravidade da
psoriase era
branda a
moderada no
couro cabeludo,
gluteo direito e
regido anterior de
ambas as pernas.
Apés 1 més de
tratamento com
Diacereina, a
gravidade
diminuiu. Apds
outro més de
tratamento,
nenhuma outra
descamagdo foi
observada.
Apenas uma
infiltragdo branda
foi observada nas
areas afetadas

Positiva

AL

07/01/1927

73

Artrite
psoriatica

52 anos

Na linha de base,
a psoriase era de
branda a
moderada no
couro cabeludo,
cotovelos e
joelhos. As maos
mostraram

onicopatia.

Couro cabeludo:
10% da éarea
afetada. Eritema
moderado e
infiltragdo,

descamagio leve.
Cotovelos: <
30% da é4rea
afetada. Eritema
moderado e
infiltragdo,

descamagdo.

Cotovelos: <
30% da éarea
afetada. Eritema

Negativo,
uma vez

que
periodo
de

tratamen-
to foi de

apenas
més

o

1
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Apdés 1 més de
tratamento com
Diacereina, 0
estado da
psoriase nao
alterou. Nenhum
efeito  adverso
observado.

IM 20/06/1929 70 Psoriatica |10 anos |Na linha de base, | Apenas
a gravidade da|visita de
psoriase era|linha de
branda a|base
moderada no
couro cabeludo,
coxa direita e
area sacral.

Couro cabeludo:
10% da éarea
afetada. Eritema
moderado e
infiltragdo, -
descamag@o
branda.

Coxa direita:
10% da area
afetada. Eritema
moderado €
infiltragdo,
descamagao
branda.

Area sacral:
eritema
moderado e
infiltragdo,
descamacdo

AB 06/08/1947 53 Artrite 2 anos Na linha de base,

psoriatica 0 paciente
apresentou
onicopatia
psoridtica

SI 26/10/1970 29 Artrite 6 anos Na linha de base,

psoriatica 0 paciente
apresentava
psoriase branda
no couro

cabeludo
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TABELA 2 -DADOS INDIVIDUAIS

Iniciais do | Datade | Idade |Verifica¢des HOER TR TR TR A S
paciente | nascimento | (anos)

MP 24/05/1952 47 |Diagnéstico: PsA Moderada:
(homem) 1* visita em marco de 2000: O paciente apresentava

psoriase no couro cabeludo, cotovelos e joelho direito
desde junho de 2000

AH 20%; EH2: [H:2 DH:2

AU 30%; EU2: [U:2 DU:2

AL 20%; EL2: IL:2 DL:2

Classificagdo PASI = 9,6

Artrite: vérias juntas (desde dezembro de 1999) com
intumescimento. Dores no VAS = 60 mm

2" visita em 06/06/2000: A psoriase diminuiu
significativamente em extens&o e gravidade.
Couro cabeludo:

AH 10%;

(Anterior) EH 1: IH:1 DH:1
(Posterior) EH 2: IH:2 DH:2
Cotovelos:

(Esq. Sup.ext.) EUI: IU:1 DU:1
(Dir.+esq. Dobras ext.)EU 2: 1U:2 DU:2
Joelho direito EL 1: IL:1 DL:1

Classificagdo PASI = 6,6

Dores e intumescimento nas juntas ndo mostraram
nenhuma melhora.

Dor no VAS = 50 mm.

3" visita — 03/07/2000: A psoriase melhorou um pouco.
Eritema leve e descama¢do moderada foram observados
na parte posterior do couro cabeludo. Ela melhorou nos
joelhos e cotovelo esquerdo.

Couro cabeludo:

(Anterior) EH 0: [H:0 DH:0
(Posterior) EH 2: IH:2 DH:2
Cotovelos:

(Esq. Sup.ext.) EUO0: IU:1 DU:0
(Dir.+esq. Dobras ext.) EU2: IU:2 DU:2
Joelho direito: ELO: IL:1 DL:0O

Classifica¢do PASI = 5,0
O intumescimento em todas as juntas diminuiu. Dor no
VAS =40 mm.

4* visita 18/08/2000: Parte posterior do couro cabeludo
mostrou leve eritema e descamagdo. Cotovelo esquerdo
mostrou apenas leve infiltra¢o.

Couro cabeludo:

(Anterior) EH 0: TH:0 DH:0
(Posterior) EH 1: IH:1 DH:1
Cotovelo:

(Esquerdo) EU 0: IU:1 DU:0

Classificacdo PASI = 0,9
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Para artropatia, apenas dor ocasional na Junta MTF

EM
(homem)

26/02/1959

42

Diagnéstico: PsA Branda.a Motlerada“ : 5 ,-‘5 .
Primeira Visita: 17/04/2000 3« *o* o3 *odf ‘: S
Psoriase (Desde 1979). Membros Infenores Gluteo
Direito, Cotovelos E Couro Cabeludo Afetados.

AH < 10%; EH 1: [H:1 DH:1

AU  30%; EU 2: 1U:2 DU:1

AL 30%; EL 1: IL:2 DL:1

Artrite: joelho direito com intumescimento (Ritchie 3) e
dor no VAS = 50 mm.

2% visita: 20/06/2000: Apos dois meses de tratamento, a
psoriase desapareceu em junho.

3% wvisita: 19/07/2000: A psoriase reapareceu nos
membros inferiores e no couro cabeludo (com uma
gravide menor do que na linha de base)

AH 10%; EH 1: IH:1 DH:l

AL 30%; EL 1: IL:1 DL:1

Classificagdo PASI = 3,9

Artrite: joelho direito com intumescimento (thchle e
dor no VAS = 50 mm

4* visita 29/08/2000: Estado da psoriase como em
19/07/2000. Joelho direito ndo estava intumescido
(Ritchie 0) e ndo havia dor (VAS =1 cm)

FB
(homem)

30/11/1930

69

Diagnéstico = artrite psoriatica

Primeira visita = 22/06/2000. Psoriase: Desde 1995.
Branda a moderada nos pulsos, cotovelos, couro
cabeludo, gluteos e coxa direita.

AH <10%; EH2: [H:2 DH:I
AL <30%; EU2: IU:2 DU:2
AL <30%; EL2: IL:2 DL:1

Classificagdo PASI = 6,9

Artrite: desde dezembro de 1999. Pulsos direito e
esquerdo, (Ritchie 2). Extensdo dos dedos do pé direito
(inchado).

Dor no VAS = 80 mm

2 visita: 20/07/2000
Psoriase melhorou de moderada para leve.
EH 1: [H:2 DH:I
EU 1: IU:1 DU:l
EL 1: IL:1 DL:l
Classifica¢do PASI =
Artrite: a inchagfo dos dedos do pé direito desapareceu
Pulso dx: melhorou de Ritchie 2 para 1.
Pulso sx: melhorou de Ritchie 2 para 0
Dor leve na junta IFP

3? visita: 24/08/2000

Psoriase melhorou para branda
EH 1: IH:1 DH:1
EU1: IU:1 DuU:1
EL 1: IL:1 DL:1

Classificagdo PASI = 3,9

%bi
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Artrite: Pulso dx: melhorou de thCth 1 para 0.
Pulso sx: Ritchie 0 : LR A

.

...-ao-oo-
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Dor na junta IFP desapareceu ote fee® ele Cee
Enrijecimento de manha = 30 minutos

OB 19/11/1949 50 |Diagnoéstico = artrite psoriatica
(homem) Primeira visita: 16/06/2000. Psoriase: Desde 1995.
Moderada no couro cabeludo.
AH 10%; EH2: [H:2 DH:2
Classifica¢do PASI = 0,6
Artrite: Segundo MCF, dx, Ritchie 2.
Dor no VAS =20 mm
22 visita: 20/07/2000
A gravidade da psoriase melhorou de moderada para leve.
AH 10%; EH1: IH:1 DH:l
Artrite: Segundo MCF, dx, melhorou de Ritchie 1 para
Ritchie 0.
O paciente interrompeu o tratamento com Diacereina
devido a diarréia. Contudo o paciente mostrou
melhora da psoriase e artrite em um més.
AR 03/02/1925 75 | Diagnoéstico = artrite psoriatica
(homem) Primeira visita: 08/06/2000. Psoriase: desde janeiro de

2000. O couro cabeludo, area sob o queixo, area da
virilha e regido anal afetados.
Couro cabeludo:
AH 20%,; EH2: IH:2 DH:2
Area sob o queixo:

EH2: 1U:2 DU:2
Area da virilha e regido anal:

EL2: IL:2 DL:2
Classificagdo PASI = 4,8
Artrite:
TMX sx (Ritchie 1)
Junta Tibiotarsal sx (Ritchie 2) inchada
Ombro sx (Ritchie 1)
Dor no VAS =40 mm

2% visita: 18/08/2000

O paciente reportou que havia parado com o tratamento
com Diacereina em meados de julho, uma vez que os
sintomas haviam desaparecido.

Mais tarde sua psoriase retornou em uma forma branda
nas mesmas areas mencionadas acima.

Psoriase: El I1 D1
Classifica¢do PASI = 2,4

Artrite:

TMX sx melhorou de Ritchie 1 para 0.

Junta Tibiotarsal sx: melhorou de Ritchie 2 para 0.

Ombro sx: melhorou de Ritchie 1 para 0

O médico propés novamente o tratamento com
Diacereina.
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IB 05/02/1935 65 | Diagnéstico = artrite psoriatica_ s e e
(homem) Primeira visita: 08/06/20(50 .Psérlasq dgsde 19 8 TN
Couro cabeludo: I L
AH 10%; EH 2: IH:2 DH:2
Gluteo direito:
A 30%: E2: 1:2 DU:2
Regido anterior bilateral das pernas:
AL 30% EL2: IL:2 DL:2
Classificagdo PASI= 13,6
Artrite: desde 1982
Ombro sx: Ritchie 1
Quadril sx: Ritchie 2
TMC dx: Ritchie 1
Dor no VAS = 50 mm
Segunda visita: 13/07/2000.
Psoriase: A gravidade da psoriase melhorou ap6s um més
de tratamento.
Couro cabeludo:
AH 10%; EH1: IH:2 DH:1
Gluteo direito:
A 30%: E1l: [:1 D:l
Regido anterior bilateral das pernas:
AL 30% EL1: IL:1 DL:1
Classificagdo PASI = 6,7
Artrite: desde 1982
Ombro sx: inalterado
Quadril sx: inalterado
TMC dx: melhorou de Ritchie 1 para 0
Dor no VAS = 50 mm
Terceira visita: 30/08/2000.
Psoriase: (¢} estado psoriatico melhorou
significativamente apds 2 meses de tratamento. Nenhum
eritema ou descamacgdo foi observado nas regides
afetadas. Apenas uma branda infiltrago presente.
Couro cabeludo:
EHO: [IH:1 DH:0
Gliteo direito:
EO: I:1 D:0
Regido anterior bilateral das pernas:
ELO0: IL:1 DL:O
Classificagdo PASI =22
Artrite:
Ombro sx: inalterado
Quadril sx: inalterado
TMC dx: melhorou de Ritchie 1 para 0
Dor no VAS =50 mm
AL 17/01/1927 73 | Diagnéstico = artrite psoriatica
(homem) Primeira visita: 12/06/2000

Psoriase: desde 1948
Maios: Onicopatia
Couro cabeludo:
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AH 10%; EH2: [IH:2
Cotovelos: IR A
AU <30%: PEU & U 2 BUR ¢ ]
Joelhos:

AL 30%; EL2: IL:2 DL:2
Classifica¢do PASI = 10,1

Artrite: Desde fevereiro de 2000

Dor bilateral no joelho (Ritchie 1)

Junta tibiotarsal dx (Ritchie 2)

Dor no VAS =60 mm

DH;l

Segunda visita: 14/07/2000

Psoriase: estado inalterado

Artrite: nenhuma dor até 2 dias antes da segunda visita.
Ent&o teve dor no joelho (bilateral) (Ritchie 1).

Dor no VAS = 50 mm

M
(mulher)

20/06/1929

70

Diagnéstico = artrite psoriatica
Primeira visita = 07/06/2000 —Psoriase: desde 1990
Couro cabeludo:
AH 10%; EH?2: 1IH:2 DH:2
Coxa direita:
A 10%: EU2: 1U:2 DU:2
Area sacral:

E 2: 1:2 D:2
Classificagdo PASI =4,8
Artrite: desde 1990
Coluna cervical: Ritchie 2
IFP 3° dedo dx médo (Ritchie 2) levemente inchado
I e II MCF sx méo (Ritchie 1) sub-bursal
Dor no VAS = 50 mm

AB
(muther)

06/08/47

53

Diagnéstico = artrite psoriatica

Primeira visita: 31/08/2000 — Oncopatia psoriatica:
maos desde 1998

Artrite: desde 1995. Pulso direito, mao esquerda e méo
direita, junta tibia-tarsal direita todos fragilizados e com
muita dor (Ritchie 2-3)

Dor no VAS =70 mm

SI
(homem)

26/10/70

29

Diagnéstico = artrite psoriatica

Primeira visita = 28/08/2000 —Psoriase desde 1994
Couro cabeludo:

AH 20%; EH2: 1IH:2 DH:2
Classifica¢do PASI = 1,2

Artropatia: (desde 1996)

IFP das méos (Ritchie 1)

Ombro direito (Ritchie 1)

Tendinite no pé direito (média)

Dor = 50 mm no VAS

Rigidez de manhd = 90 minutos

Conclusdes:

Dos sete pacientes (incluindo o paciente que saiu) que tomaram

Diacereina, por um més ou mais, todos (100%) responderam ao tratamento.
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o o

O tinico efeito adverso reportado foi a diarréia em um paciente, que |

fez com que 0 mesmo deixasse o estudo. fetei b D oion e

Considerando-se os resultados acima, a diacereina mostrou ser

surpreendentemente eficaz no tratamento da psoriase e doengas associadas.
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REIVINDICACOES

1 - Uso da diacereina ou um derivado farmaceuticamente aceitavel
da mesma, caracterizado pelo grupo dcido de diacereina estar na forma de um
sal ou um éster, para fabricar uma composi¢ao farmacéutica em uma forma
aceitavel para administracdo oral para o tratamento de psoriase e doengas
associadas a mesma.

2 - Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por ser
para a fabricagdao de uma composi¢ao farmacéutica para o tratamento de psoriase.

3 - Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por ser
para a fabricacao de uma composi¢ao farmacéutica para o tratamento de psoriase
e artrite psoriatica.

4 - Uso de acordo com uma das reivindicacoes 1 a 3,
caracterizado por ser para a fabricacao de uma composicao farmacéutica para o
tratamento de psoriase.

S - Uso de acordo com uma das reivindicagoes 1 a 3,
caracterizado por ser para a fabricacao de uma composicao farmacéutica para o
tratamento de psoriase e artrite psoriatica.

6 - Uso de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 5, caracterizado
pela composicao farmacéutica compreender uma dosagem correspondendo a
uma administragdo didria oral de 30-200 mg de diacereina.

7 - Uso de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pela

dosagem ser de 100 mg diariamente, em ao menos duas administragoes.



1/9

i _ee wse oo ®
. [y e . e e .
¢ o o * & .

Viabilidade da célula 24hs apos trataments come EM10.3e
(exclusao de corante azul tripan)

.
.
k)

% de viabilidade
..4!\)(.)80101

control DMSO LM10 LM10 LM10

LM10  LM10 LM10 LMi0 LM10
0,1% 0,1 0.8 1 5 10 50 100 200

. Fig1A

Viabilidade de celula 96hs apos tratamentc com LM10
(exclusao de corante azul tripan)

100

% de viabilidade

control DM0 LM10 LM10 LM10 LM10 LM10 _Mio LM10 L
L, 0,1 0.5 1 5 10 50 100

M10

=

Fig1B



2/9

1200000 T—
T
1000000 T— —
: I
- |
> 800000 A F
o
o - -
@ 500000 T
o . ..
S 400000 - ‘ -
2 )
+ 'I- <
2 200000 2
[3])
1=
\3
= 0 - i ¥ .
control DMSO LM10 LM10 LMi0 LM10 LM10 LM10 LM10 LM10
01% 0,1 0,5 1 5 10 50 100 200
Fig2 A
Contagem de celulas 96hs apos tratamento com LM10
2000000
1800000 —
1600000
(%]
= 1400000 =
S ~
'@ 1200000 A
U.
£ 1000000 1
= 800000 A
+
8 600000 -
g 400000 -
.5 200000 A
=
0 e - -
control DMSO LM10 LM10 - LM10 LM10 LM10 LMi10 LM10 LM10
0,1% 0,1 0,5 1 5 10 50 100 200

Fig2B



3/9

.
oo
i oo
HETTI — o
H b3
cece -
FRAdi
-
.
LIRS . 0 o
2
egeess se
3
ceee o
o . S o p
eeoe M - a M-
Seeses | s w0 i
. . pui} =
. m 0
. IS}
u " o 00 C)
eeoe _ ~— .
. o wm s Ses
+ < ~ e
s5 [T )
L T g~
E o~ o EE
o £ T w g
2 e b= < ©
B % - 3 5
5= +
o o ) 53
Q -
3w s> w o o
Qo 3 oo
s g o
m o o w m©
= O S .ono_.rmf
<+ © 5 < <
N5 s
a << Q.
ANn - e s W W
-
TR= 3£
© = - 1 ~ '
~ O W )
| g & o
@ < 3
s 1S
o 3 =
< %)
) C
o
(8]
o o
<t 0
= o
(000TX)wd)

LM10  LM10 LM10 LM10 LM10
Fig3B

LM10  LM10
5

DMSO  LM10
0,1 0

0,2%

control




4/9

.o
oo 3 ee  ecee o ee oo
°e° ee o o .o .

.o
.
—~%

ee o .

coqes
eede

Sintese de DNA 72hs apos tratamento com LM10
(incorporacao de 3H-timidira)

T3}

D0k

Cpm(x1000)

e
&R

%

{
,

R

&

T E—r T

T —~T

control DMSO  LM10  LM10  LM10  LM10 LM10 LM10 LM10 LM10
0,2% 0,1 0,6 1 5 i0 50 100 200

Fig3cC

Cpm(x1000)

Sintese de DNA 96hs apos tratamento com LM10
-(incorporacao de 3H-timidina)

400 ]*

350

300

250 7

200 A

150 1

100 <

50 -

control DM&$D  LMi0  LM10 LMio LM10 LMm10 LM10 LM10 LM10
0,2 01 0,5 1 3 10 50 100 200

Fig3D



5/9

sococs
oo
ceoe

ELISA IL-1
200
180
160
140
120
100 - '
= 80 -— 5 7 <~ o
S~
2 60 :
40
20
0 +— . : ' - - — i .
control DMSO LM10 LM10 LM10 LMi0 LM10 LM10 LM10 LM1{0
01% 0,1 0,5 1 5 10 50 100 200
Fig4 A
]
ELISA IL-1
. (24hs apos a irradiacao UVB)
250 = :
x——a—>u0_
200 /X -
_ NN
£ 100
50 \;
0 e o . e s s e e
o\"O\ G\Q o N \0\ \06 9 S _\QQ N
5 L N ™ ) 2 SR o
RS ST SN, G I SN
& & F & & & & &
0\\ G\ S\‘b \)4@
—e— -tratamento com LM10 antes da irr giacéo uvB
—=— -tratamento com LM10 apos irradiagao UVB

Fig 4B

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



. FigsB

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

6/9
ELISA IL-6
9
7
5
3
E
o N
a ——— b —————+¢
-1
-3 5
-5 : . : - : - -
control DMSO LM10 LM10 LM10 LM10 LM10 LMi0o LM10 LMi0
01% 041 05 1 5 10 50 100 200
Fig5 A
ELISA IL-6
© (28hs apos irradiacao UVB)
140 - -
120 LN -
N
100 1 /L—\M
80 y \‘/,q\ xﬁﬁ
50 / NN
40 / e
E 20 / jgi;\;$‘§¥
< ) ]
= oJ——dz - - ,ﬁiq;:ékh——qaan:=+——:—i
' > Q N ) N ) o ) ) o
& Q- oF N\ > a9 S
§§" <$ Q Q ng -Qﬁp AO O 'Q“ Q{L
» S X g N N N Ky
& & ¥ W & PP
W N T A A
[—— Ttratamento com LMIO antes da irrgdiacao UVB
—i— tratamento com LM10 apos irradiacao UVB



. W

ELISA IL-8
10
9
8 3
7
6 i
5
4
3
2
E 1 A 'S P - A P
) —— —4- —4- ————D 4 b *- » +
oL
.2
-3
-4
-5 . : - - - ’ — ’ .
control DMSO LM10 LM10 LM10 LM10 LM10 LM1) LM10 LMI10
01% 01 05 1 5 10 50 100 200
Fig6 A
ELISA IL-8 - .
(24hs apos irradiacao UVB)
1200 T = ——— ——
1000 P

N A SR

400 +

Pg/ml

C o N % o N ©
& o oo O ® )@\ @ﬁ & @
d dp d@ g§ <§$ S@ Sﬁ ¢§ §§
X N
R A A,

—+—LM10 tratamento com LM10 antes da irdadiacéo UVB
l—=—LM10 tratamento com LM10 apos irradiacao UVB

Fig6 B
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



| A
{\/\,Q

Pg/ml

1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

ELISA IL-8
(24hs apos tratamento com TNF-ex.-

coatrol TNF-alfa TNF+LM10 TNF+LM10 TNF+LM10 TNF+LM10
10 50 100 200
Fig6 C

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



9/9

Pg/ml

350
250
200 - |#=.’————;\\_A
e ———
100 / < - :
50 . "*l—..‘*ﬁ—-
0 : — — - - - — '
Q N % N ) S < S o
L Qo 0 N o § N
c?o\ N O O %‘\Q \X\\Q 2 2 W N o
.S S & S S S D
AN S N R St
S N N N \54 4 Q\\

ELISA TNF- o0& )
(24hs apos tratamento com UVB)

—— tratamento com LMIO antes i-radiggao com UVB
—x»— tratamento com LM1O apos ir-adiadao UVB

Fig7



RESUMO R

Patente de Invengdo para “SUBSTAN! IAé- ilARA 'U:SO NO e
TRATAMENTO DE PSORIASE"

E revelado o uso de diacereina ou um derivado farmaceuticamente
aceitavel da mesma para fabricagdo de uma composi¢do farmacéutica para o

tratamento de psoriase ou doengas associadas & mesma, tais como, artrite

psoriatica.



