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O presente pedido de Patente € em parte uma

Econtinuagéo do pedido de Patente com o n? de série 07/421 596

;depositado em 16 de Outubro de 1989.

|

A presente invencao refere-se a procedimentos
| para o diagnostico da presenca de afecgOes neuro-cognitivas pa-
. ra o tipo associado com disfunc¢Oes imunoldgicas sistémicas e pa
'ra a distingdo entre as mesmas e afeccbes psicoldogicas ou neu-

ropsiquiatricas primdrias que apresentem sintomas clinicos se-




-

melhantes. A presente invengao inclui também o diagndstico de

deméncias do tipo associado com afrcgbes imunoldgicas. Descreve
| -se igualmente uma intervencao terapéutica contra estas condi-
- ¢oes por meio de ARNdc's.

Sumario da invencao

it As manifestacOes do sistema nervoso central
" (S8NC) de perda de memoria, redugdo do quociente de inteligéncia
f(QI) e perda de capacidade cognitiva podem ser associadas com
‘disturbios no metabolismo da via do 2'-5'A nas c¢élulas mononu-
cleares do sangue periférico (CMSP). Estes distlGrbios podem as-
"sinalar a libertacgao subjacente e ndo detectada clinicamente de
. linfoquinas que, por sua vez, contribuem para uma sensibilidade
. embotada. Para além disso,estdo frequentemente relacionados

com infecgoOes por retrovirus e/ou com infecgdes de herpes nao
detectadas. A infeccao viral oculta contribui também para a pa-
tologia do cérebro tanto directa como indirectamente (por de-
sencadear de modo inapropriado a produgao cronica de linfoqui-
nas). As manifestacoes duais de doenca sao diagnosticadas de um
modo facil por exame dos componentes da via 2'-5'A e terapia in
terventiva com ARNdc's que neutralizam biologicamente a toxici-
dade das linfoquinas reduzindo simultaneamente a carga viral in

‘trinseca.

Verifiquei que certas deméncias sdo resultan-
‘tes de uma activacdo imunoldgica continuada a seguir a uma in-
feccao por virus nao resolvida, que perpectua a perda de memo-

,ria. Observei também mau estar e depressao. Os niveis elevados

no soro de varias linfoquinas, como por exemplo IL-2, IL-6, TNF
e interferao, estao associados com as defesas do corpo e parece
lque estas moléculas (isolada ou colectivamente) contribuem para
ia sintomatologia.

i A etiologia mal definida das deméncias (doen-
rca de Alzheimer, etc.) contribuiu até agora para uma dificulda-
‘de na descoberta de um tratamento eficaz para esta afeccao. Em

~consequéncia, eu desenvolvi uma nova estratégia: em primeiro lu
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{gar definir um fenotipo celular anormal nos doentes de deméncia
;que possa ter como resultado uma regulacao significativamente
%anormal sobre varias afeccgoes imunoldgicas incluindo infecgdes
virais, sem ter em conta a natureza especifica do organismo de
incitagdo, e m segundo lugar determinar se o fenotipo anormal
poderia ser encontrado em certas vias enzimaticas intracelula-

res que confiram um estado antiviral imunomodulatdrio sobre as

* células humanas, incluindo tecidos do cérebro. Astas vias sao

conhecidas e incluem a via de sintetase de 2-5A/RNase I depen-

dente de ARNdc e a via da quinase proteica dependente de ARNAC.

- Estas vias enzimaticas sdo activadas ou desactivadas por meio

~de varios virus animais bem como por produtos secundirios de in

- fecgbes virais, como por exemplo interferdo ou ARNdc (ARN de du

i pla cadeia). As vias, quando reguladas de modo adequado, indu-

| zem resisténcia celular a uma ampla variedade de agentes patogé

nicos porque os produtos bioguimicos resultantes podem interfe-
rir com a sintese e estabilidade dos componentes dos agentes pa
togénicos. Refiro-me aqui as vias enzimdticas como vias "antivi
rais", mas deve notar-se que estas vias também tém sido referi-
das como tendo influéncia na diferenciacao de células imunes.Em

particular, estas vias podem participar na activacao de células

T, de células B e de mondcitos ou das suas células precursoras.

Verifiquei anteriormente anormalidades na via

da sintetase de 2-5A/RNase I in vivo numa outra infecgao humana

!

| - N - - .
,cronica por virus (ref. 1). Por exemplo, a sindrome da imunode-
il

" ficiéncia adquirida (SIDA) causada pelo virus da imunodeficién-

cia humana (HIV) e acompanhada por niveis anormalmente elevados

;de sintetase de 2-5A, niveis reduzidos de 2-5A bioactivo e ni-
lveis baixos ou nem sequer detectaveis de RNase L (ref. 1). Este
%fenotipo estd em concordancia com uma via antiviral relativamen
‘te inactiva devido & falta de activacdo adequada de 2-5A e a

| consequente auséncia do produto de sintetase de 2-5A, o 2-5A.

No meu presente estudo de pacientes de demén-

‘cia, identificou-se também o virus do herpes com anticorpos mo-

noclonais em alguns pacientes, conforme se discute seguidamente,




enquanto que os restantes foram sujeitos a uma verificacao com
soros que continham anticorpos de varios virus de herpes,. Por
conseguinte, referir-me-ei a alguns pacientes de deméncia como
"positivos em relacao a virus por cultura", e ndo como positi-
vos a HHV-6. Foram tambem isolados novos retrovirus destes e de

outros pacientes com uma patologia semelhante do SNC.

Descrigado Pormenorizada da invencgao

Verifiquei e descrevo seguidamente que existe

. uma via de sintetase de 2-5A/RNase L hiperactiva ou aberrante

 em individuos que apresentam qualquer deméncia crdnica associa-

"da com distlrbios metabdlicos, defeitos neuro4cognitivos ou dis

fungao cerebral crdnica (DCC). Esta afeccio & frequentemente
acompanhada de outras anormalidades de tecidos extensos, como
lesoes cerebrais reveladas por técnicas de visualizacio bem co-

mo por defeitos cognitivos como por exemplo perda de QI e baixa

| de capacidade de atencao e de abstracgao. Para além disso,a fun

| cdo natural das células destruidoras e o fendtipo das células NK

(killer cell) sao com frequéncia pouco habituais nos pacientes
com DCC.

Estas afecgOes sdo tratadas com eficacia com
uma terapia de ARNdc que normaliza e ajusta favoravelmente a via
da sintetase de 2-5A/RNase L e restaura um deficit de ARNdc no

" paciente. Verificam-se melhoras tanto no nivel celular como no
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'nivel funcional, com recuperacao de valores da memdria e do QI

para cerca dos valores anteriores enquanto que a tolerancia do
exercicio e o consumo de oxigénio sdo aumentados. Os pacientes

com disfuncdes cerebrais cronicas sdo examinados por meio de va

' rias técnicas e de varios procedimentos conforme explicado se-

guidamente.

Estudo da deméncia crodnica grave

Administraram-se a 15 pacientes com deméncia
cronica grave 200 a 400 mg de Ampligen(R), um ARN de dupla ca-

deia desemparelhado com efeitos secundarios minimos, duas vezes




por semana durante periodos até um maximo de 24 semanas. Atingl

' ram-se niveis sanguineos de 30 a 50 pg/ml de Ampligen(R). Manti

veram-se niveis de 10 pg/ml durante uma hora ou mais na maioria

dos pacientes. Todos os 15 pacientes apresentavam componentes

~anormais da via de sintetase de 2-5A/RNase L nas células do san

gue periférico. Os componentes desta via voltaram a valores mais
normais durante o tratamento com Ampligen(R). Por exemplo, as
concentragOes de 2'-5' oligoadenilato bioactivo eram 3 a 665 ve

zes o normal (média = 242) antes do tratamento e baixaram em 13

'pacientes para niveis normais de 12 semanas. Em 13 de entre 14

pacientes examinados, obtiveram-se igualmente provas de redugao

- de virus susceptiveis de serem cultivados durante a terapia e

/em 11 pacientes detectaram-se HHV-6 (virus de herpes humano 6)

' e/ou novos retrovirus com anticorpos monoclonais. Os 15 pacien-

tes apresentaram um aumento significativo na capacidade de de-
sempenho, segundo se avaliou pela melhoria dos indices de Kar-
nofsky, e a maior parte apresentaram melhorias persistentes no
que se refere a memdoria, ao QI e a outros testes psicométricos.

Nao se verificaram efeitos de toxicidade com
qualquer significado clinico. Embora se tenham verificado ligei
ros sintomas semelhantes ao de uma gripe, a terapia por meio de

ARNdc desemparelhado foi bem tolerada e nadao se tornou necessaria

'qualquer redugao de dosagem.

Na maioria dos pacientes com deméncia, a anor

‘malidade tomou a forma de niveis reduzidos de sintetase de 2-5A

latente e niveis elevados de 2-5A bioactivo e de RNase. ESte fe-
notipo, que era nitidamente diferente do que se segue a uma in-
fecg&o por HIV, sugeria uma hiperactividade de uma via antiviral
que resultava do sobre-estimulo cronico da sintetase de 2-5A.

Descrevi na presente memoria descritiva algumas melhorias clini

|cas e viroldgicas em pacientes de deméncia que possuem algumas
| destas anormalidade da via antiviral da sintetase de 2-5A/RNase

/L durante o trayamento com Ampligen(R), um prtotipo de ARNdc.

Pacientes - Os pacientes tinham de preferéncia indices de Karno




fsky de 60 ou inferiores. Os pacientes apresentavam deméncia de
bilitante grave persistente (ou recorrente) em grau suficiente

para reduzir ou prejudicar a actividade diaria média abaixo de

1 50% do seu nivel de actividade pré-morbido durante um periodo

de pelo menos 24 meses, sem outras condig¢des clinicas que pudes
sem ter produzido sintomas semelhantes. Uma verificacao médica
completa excluiu outras causas possiveis incluindo tumores ce-
rebrais, anormalidades vasculares, depressoOes situacionais ou
, outras afecgdbes psiquiatricas primarias, bem como doencas infec
. ciosas de origem nao viral. Todos os pacientes aprésentavam pro
vas de deméncia por resultados inferiores ao normal na escala

i de memoOria de Wechsler e resultados inferiores as expectativas

'na escala completa de QI (Escala de Inteligéncia de Adultos de
‘EWechsler - revista, EIAW-T), com base nos antecedentes acadéemi-
éjcos e/ou nos resultados de testes semelhantes anteriores do pa-
ciente. Para além disso, estes individuos apresentavam um des-
vio de valores superior ao normal nos resultados de tarefas in-
é dividuais no teste de EIAW-R. Normalmente os pacientes apresen-
. tavam uma imagem de ressonancia magnética (IRM) por varrimento

| anormal do cérebro no aparelho de IRM de varrimento Tesla 1.4.

Regimes de farmacos - Os pacientes receberam de inicio doses de
1 200 mg de Ampligen(R) (HEM Research, Rockville, MD. EUA); admi-

!
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. nistrado por via intravenosa duas vezes por semana durante va-
|

' rios periodos de tempo (ver Quadro 1), depois do que a dose foi
|
|

elevada para 400 mg duas vezes por semana.

Medigdes da via de 2-5A e culturas de virus - Estas medigdes fo

ram levadas a efeito em amostras identificadas apenas por codi-
gos em laboratorios centrais. A via antiviral de sintetase de

i 2-5A/RNase L foi estudada como se segue. Purificou-se sintetase

%nidade em agarose de poli(I).poli(C) (ref. 2). Por este procedi
1mento apenas se purificou a sintetase de 2-5A latente, uma vez

| que a enzima ocupada pelo ARNdc nao se ligou. A percentagem de
conversao de ATP em 2-5A, medida por cromatografia em camada fi

LN
.| na, foi entao usada para quantificar a actividade da sintetase
]




de 2-5A latente purificada por afinidade. A actividade de RNase
L em extractos de CMSP foi determinada por meio da sua capacida
de para cindir o ARN ribossoOnico (ARNr) em produtos de cisdo es
i pecificos, medidos por electroforese (ref. 3). Astas anadlises

-fotam guantificadas por varrimento densitométrico e os resulta-
' dos foram expressos em % de ARNr 18S cindido/diluigdo do extrac
to. Recuperou-se 2-5A a partir dos extractos de CMSP por extrac
cao com etanol. Estimou-se em seguida o 2-5A bioactivo por meio
‘ da sua capacidade para activar a RNase L latente para desgradar

‘gpoli(U)[32PpCp] em produtos soliveis em meio acido.

Encontra-se descrita em geral a cultura de vi-
rus (ref. 4) para virus de herpes. As medig¢des incluiram a pre-
paracao de celulas mononucleares de sangue perifdrico a partir

. de pacientes e a cultura destas por periodos até 30 dias, o exa
| me periddico das culturas para verificar a presenga de celulas
ZEglgantes caracteristicas da infeccdo por virus de herpes. A pre
senga de virus nas células gigantes foi confirmada em alguns pa
cientes por imunofluorescéncia, usando soros de pacientes com
titulos relativamente elevados de anticorpos contra o virus de
| herpes-6 humano (HHV-6). Usaram-se também anticorpos monoclo-
:inais especificos de HHV-6. Relacionou-se o nimero de células gi
jigantes obtidas apos cultura com a carga de virus in vivo.A fim
de quantificar a carga de virus, deu-se a pontuacao 2% s cultu
ras que apresentavam 10% células gigantes em relagdo ao nime-
ro total de células, as quais se apresentavam entre 0% e 10% de
- células gigantes deu-se a pontuacao de 1t e as que nao apresen-
' tavam células gigantes deu-se a pontuacdo de O. Avaliaram-se
também as diminuigles nas cargas de virus por monotorizacdo da

(®)

frequencia de culturas negativas apds tratamento com Ampligen

iveis de ARNdc no sangue - Determinaram-se os niveis de Ampli-

n(R)

no sangue conforme descrito (ref. 5). Misturou-se sangue
|hepar1nlzado (100 pl) com 162 Pl de GuSCN 6 M/edta 0,1 M de PH

'8 e incubou-se com uma sonda de poli(C) marcada com 3H ApOs hi
3br1dagao, eliminou-de a sonda nao emparelhada com RNase e a son

'da hibridada foi precipitada e separada por filtragao. A quanti

N




. por quantidades conhecidas de Ampligen

SHy

R
i
i

ok e SR RAT AR fies,

dade de sonda hibridada foi convertida na quantidade equivalen-

(R)

te de Ampligen por referéncia a uma curva pédréo constituida

(R) adicionadas a sangue

- heparinizado e processadas conforme descrito anteriormente. A

fim de medir a eliminagao de Ampligen(R)

a partir do sangue, co
lheu-se sangue em varios momentos apds o fim da perfusdo do bra

¢o oposto ao usado para a perfusao.

Testes neuropsicologicos - Cada paciente completou uma bateria

de testes funcionais cognitivos/neuropsicologicos incluindo o

. teste de QI de escala integral de Eiaw-R, bem como os testes

neuropsicoldogicos de Halstead-Reitan e os componentes Verbal
Imediato, Verbal Diferido, Visuai Imediato e Visual Diferido dé
Escala de Memoria de Wechsler. As pontuacdes de Membria de We-
chsler aqui referidas sao equivalentes a pontuacao Verbal x 2
mais pontuacoes visuais. A fim de evitar um "efeito de treino"
potencial, foram sendo sucessivamente introduzidas formas alter
nativas da Escala de Memoria de Wechsler.

Teste de exercicio da "gaiola de esquilo" - Alguns pacientes, se

" bem gque nao todos, com deméncia, possuem uma profunda incapaci-

dade para executar exercicios de rotina. As melhorias terapeuti
cas na funcao do SNC estao frequentemente associadas com as ac-—
tividades mais normais da vida didria incluindo exercicio cres-
cente. O teste de tolerancia ao exercicio da gaiola de esquilo
foi conduzido de acordo com o Protocolo de Bruce Modificado,

' tendo a capacidade aerobica sido estimada de acordo com as equa

¢Oes normalizadas por permuta de gas expirado com eléctrodos de
O2 e C02. O consumo de O2 foi medido no limiar anaerodobico a fim

de eliminar o factor de motivacao.

A primeira doente de deméncia a receber Ampli=

(R)

gen era uma doente cronica que apresentava uma debilitacao
progressiva, tendo deste modo uma esperanca de vida limitada.

Especificamente, embora este doente tivesse sido anteriormente

‘uma jogadora profissional de golfe, estava incapacitada de to-

mar conta de si propria havia ja aproximadamente cinco anos,ndo

It
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era capaz de caminhar 7,5 m sem auxilio e era acometida por
ataques com frequencia crescente. Nao era capaz de ler nem se-
quer de seguir a televisao devido a falta de memoria a curto
prazo. Esta doente apresentava uma disfuncao das NK, uma cultu-
ra de virus positiva, um varrimento de IRM anormal, ensaios psi
cométricos marcadamente deteriorados e baixa tolerdncia ao exer
cicio (Quadro 1). Apds 8 semanas do inicio da terapia esta doen
te apresentava uma reducao dos virus em circulagdo. O indice de
Karnofsky melhorou de 30 antes da terapia para 80 apods ter rece
bido Ampligen(R) durante 24 semanas. As melhorias clinicas ve-
rificaram-se nas areas dos testes psicométricos e da toleridncia
aos exercicios (Quadro 1 e Quadro 3). A paciente teve melhoras
estaveis e estd mantendo uma vida normal e completamente auto-
-suficiente, tendo estado submetida a terapia com Ampligen(R)

durante 18 meses consecutivos.

AlteragOes viroldgicas imunomodulatdrias - Incluindo o paciente

00, todos os 15 pacientes apresentavam uma via antiviral pertur
bada nas células mononucleares do sangue periférico. Especifica
mente, os 15 pacientes tinham niveis de 2-5A bioactivo altera-
dos nas células mononucleares sanguineas. Esta circunstancia
era corroborada por uma actividade de RNase L alterada em 13 pa

cientes. Dose pacientes tinham também niveis de sintetase de 2-

. =5A latente alterados nas células do sangue periférico no ini-

cio da terapia. No total 11 casos tinham um fenotipo de via an-

'tiviral antes da terapia caracterizado por; (a) baixos niveis

" de sintetase 2-5A latente,acompanhados por (b) quantidades au-

mentadas de 2-5A bioactico de 2-5A biocactivo e (c) actividade

~anormalmente alta de RNase L. Chamo a este ensaio o "fendtipo

do perfil 1", um fendtipo que estd de acordo com a estimulacido
crdonica da via devido a linfoquinas extracelulares. Dois pacien
tes, o0s pacientes 01 e 06, apresentavam niveis elevados de sin-
tetase de 2-5A latente acompanhados por quantidades elevadas de
2-5A bioactivo e niveis de RNase L normais ou elevados ("feno-

tipo de perfil 2"). Foram relatados niveis elevados especificos

- de sintetase de 2-5A tardia com infec¢ao por virus de Epstein-

-Barr (EBV) e esta circunstancia pode indicar uma infecgdo co-




., mento com Ampligen

activa nos pacientes 01 e 06. A reactivagdo do EBV nos pacien-
tes 01 e 06 foi confirmada por analise soroldgica.

Durante o tratamento com Ampligen(R), a via
de 2-5A voltou ao fendotipo normal. Em 13 pacientes, os niveis de
2-5A bioactivo baixaram para o normal durante 12 semanas e bai-
xaram ainda nos outros dois, enquanto que as actividades de RNa-
se L se reduziram significativamente para apenas 1 a 2 vezes o
normal (Quadro 2). Na maioria dos pacientes, os niveis de sinte
tase de 2-5A latente aumentaram para o normal em 12 semanas (Qua
dro 2), mas diminuiram novamente no periodo seguinte. Muitos pa
cientes eram positivos em relacdo a cultura de virus no limiar
de deteccao. Os ti?u}os de virus reduziram-se durante o trata-
R

na maioria dos pacientes. Para além disso,

; os pacientes 02, 03, 04, 06 e 10 tornaram-se negativos em trés

culturas sucessivas apds 28 a 40 semanas com Ampligen(R)

. O per-
fil da via antiviral associado com baixos niveis de sintetase de
2-5A latente (perfil 1) era acompanhado por uma redugdo mais ra
pida na carga de virus durante a terapia; no entanto a carga de
virus diminuiu em 10 dos 11 pacientes ensaiados durante 24 sema
nas de terapia, independentemente do fendtipo no inicio do estu

do (Quadro 1). A capacidade do ARNdc para reduzir simultaneamen-

te o nivel de diferentes agentes virais (rectrovirus e virus de

. ADN) presente no paciente contribui para a grandeza da resposta.

Estado de Capacidade e Tolerancia ao Exercicio - Os pacientes no

inicio do estudo estavam significativamente incapacitados com um
indice de Karnofsky de 47. O iIndice médio melhorou para 67 apds
12 semanas de terapia e para 79 nos 11 pacientes analisados as
24 semanas (Quadro 3).

Alguns pacientes participaramno teste da gaio
la de esquilo antes e durante o tratamento com Ampligen(R). o)
periodo de tempo maximo de realizacdo do exercicio da gaiola de
esquilo e o consumo maximo de O, durante os exercicios experi-
mentais foram determinados. Pelas 24 semanas no grupo total, a du

ragao do exercicio da gaiola de esquilo aumentou em média 20% e

- 10 -




o0 consumo maximo de O2 duplicou durante o exercicio. doze dos

gquinze pacientes aumentaram o consumo de O, de mais de 50% (Qua

2
dro 3). Um paciente (01) melhorou apenas 10% as 24 semanas e um

| paciente (09), do qual apenas se dispoe de dados de oito sema-

nas, baixou 15%. Uma vez que as medidas do consumo de O2 foram

feitas largamente no limiar de anearobicidade, as melhorias ndo

i podem ser atribuidas fundamentalmente a um aumento da motivacgao,

como seja pelo "levantamento" de uma depressao ocasional.

. Testes neuropsicologicos - Doze dos 15 pacientes apresentavam

no inicio do estudo defeitos na membria a curto prazo, o que se
'podia verificar por meio da escala de memoria de Wechsler. Os
indices de Wechsler melhoraram 63% nestes pacientes durante o
estudo. Os maiores ganhos ocorreram no desempenho verbal e nao

no desempenho visual, provavelmente porque o grupo comegou com

: iIndices verbais mais baixos. Todos os pacientes que chegaram as

24 semanas melhoraram para os limites da normalidade na porcao

i dado da Escala de Membria de Wechsler sugerem uma melhoria na

i
;ivisual da escala de Wechsler. As melhorias no desempenho retar-
|

'memdria de interferéncia, um defeito notado crescentemente nas

deméncias precoces.

| Notaram-se também ganhos no QI. O QI aumentou
112% de 106 para 119 na escala integral. O QI de desempenho au-

, mentou 19% enquanto que o QI verbal aumentou 10%. Considerando

i

1

|
i
|
i
|

' os pacientes tratados durante 24 semanas, os aumentos no QI de

Hescala integral pareceram ser mais pronunciados durante o ter-
b

' ceiro periodo de 8 semanas (8%) do que durante o primeiro ou o
Esegundo (2 e 0%, respectivamente), sugerindo que os ganhos de
QI podem ocorrer mais lentamente do que as melhorias na capaci-

‘dade imunoldgica ou a memdria de curto prazo.

i
1
i
|

(R)

|ram—se os niveis sanguineos de Ampligen
!

| Niveis Sanguineos de Ampligen e efeitos adversos ~ Determina

(R)

por hibridacao mole-
cular. Imediatamente a seguir a perfusdo de 400 mg, os niveis

"sanguineos eram em média de 43 pg/ml, entre os limites de 31 e

._75 pg/ml (Quadro 2). Obtiveram-se niveis sanguineos de aproxima




damente metade destes valores por perfusao de uma dose de 200

,Mg. Nestes e em outros pacientes a taxa de eliminacgao aparente

apresentava valores variados; no entanto os niveis no sangue de

aproximadamente 20 pg/ml mantiveram-se normalmente durante pelo

'menos uma hora na maioria dos pacientes.

i Nao se observaram efeitos secundarios clinica

mente significativos em qualquer dos pacientes durante o estudo.
- Um paciente desenvolveu uma anemia de deficiéncia de ferro deri
-vada de varias flebotomias e necessitou de receber suplementos

de ferro. A maioria dos pacientes queixaram-se do aumento de

| sintomas de gripe, incluindo mialgias e dores de cabega. Nao
. houve qualquer prova de alteracado da coagulacao, da quimica do
- sangue, da contagem dos globulos brancos, da funcdo do figado e
irenal ou de outras anormalidades durante o decurso do estudo.
Os pacientes apresentaram sinais de melhorias
clinicas e de melhor funcionamento cerebral. As primeiras melho
ras estavam relacionadas com a normalizacgdao da via antiviral da
wsintetase de 2-53 e com o nimero de células NKH1® bem como com

' redugdes na carga aparente de virus nas células de sangue peri-
(R)

'i
i

| féerico. Num paciente (05) que recebeu Ampligen
| - .
18 semanas, os titulos de virus ndo baixaram durante o periodo

1
i

'de estudo imediato. Este paciente também apresentava uma correc

durante apenas

ygéo da anormalidade da via antiviral. O paciente 01 apresentou
|
{uma melhoria do indice de Karnofsky durante as primeiras 24 se-

&manas, com uma deterioragao em outras categorias. Este paciente
‘ndo tinha a mesma anormalidade da sintetase de 2-5A que caracte-
- . . -
'rizava 13 dos outros 14 pacientes. O paciente 01 melhorou apos

L24 semanas. Pelas 32 semanas o seu QI era de 138 e a sua absor-
hgéo de CO2 durante o teste da gaiola de esquilo era de 1,56 1/
ﬁmin?g?. Dois pacientes que interromperam o tratamento com Ampli
i gen voluntariamente, pioraram posteriormente, de acordo com

xercicio e a capacidade neurocognitiva.

1 g

{indices de Karnofsky decrescentes e diminuiram a tolerdncia ao
ie

F

! Os pacientes aqui estudados apresentavam ni-
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' vels significativamente alterados de 2-5A bioactivo e alteragoes

na sontetase de 2-5A latente e RNase L activada, o que sugere

! um metabolismo das respectivas vias enzimaticas intracelulares
alterado. Observel que este fendtipo "hiperactivo" era causado

por produtos secundarios da infecgao por virus, nomeadamente por

reprodugao crinica de citoquinas com capacidade deincitagao.
'Uma vez que apenas uma pequena proporcao de células mononuclea-
‘res sanguineas e provavelmente infectada pelo virus nestes pa-
cientes,a hiperactivacado da via da infecg¢do viral ndo & provavel.
i De qualquer modo, o metabolismo alterado das vias da sintetase
"de 2-5A(RNase L é um marcador util para a identificacao de pa-
' cientes com deméncias cronicas nao relacionadas com distiarbios
' primdrios psiquiatricos ou vasculares cerebrais.

Apds a terapia com Ampligen(R), os niveis de
52—5A biocactivo voltaram ao normal bem como os niveis de RNase L
activada. Este resultado éconsequéncia da restauracao da produ-

¢ao de citoquinas mais normal ou de alteracdes na utilizacgao de

‘citoquinas das células sanguineas. Também a actividade da via

'da sintetase de 2-5A/RNase L e regulada no sentido de se redu-

|
' zir por meio de outra via de quinase de proteina activada por
i

| ARNdC.

As melhoras nos sintomas clinicos foram acom-—

| panhadas por melhoras viroldgicas. As melhoras no indice de Kar-
l

s nofsky, no testede Memdria de Wechsler, nos indices de desempe-

' nho e no QI foram notadas logo nos primeiros momentos em que se

‘realizou a analise e as melhoras continuaram durante todo o pe-

i
hriodo do estudo. Os ganhos mais consideraveis nos indices de
h . N .

i Karnofsky parecem ter sido atingidos depois de as doses terem

(R)

isido elevadas para 400 mg de Ampligen . 0 indice de Karnofsky

“1 - 13 3 . . » .
'medio inicial, 47, descrevia doentes incapazes de trabalhar e
|l

fnecessitando de assisténcia consideravel para a realizagao das
|

l

tarefas domésticas didrias. O indice de Karnofsky atingiu um pa

| tamar de 80 durante o periodo de estudo, o que descreve pacien-
' tes capazes de levar a efeito as actividades normais de traba-
|

‘t lho e domésticas com esforco, mas sem assisténcia. O teste de

«'memOria de Wechsler apresentou os maiores ganhos relativamente

|

il




cedo (16 semanas), enquanto que os indices do teste de QI ten-

|
ideram para mostrar melhorias mais tarde.
i
|

Em varias areas, as melhoras observadas du-

(R)

- rante a terapia por Ampligen foram estatisticamente signifi-

" cativas durante as 24 semanas. As reducgoes no 2-5A bioactivo e

» na RNase L activada eram significativas ao nivel de p¢0,0001.

. As melhoras nos parametros associados com a reducdo da fadiga a

- deméncia eram altamente significativas. A melhoria do desempe-

t
1
|
|

‘estavam recebendo Ampligen

{‘oo

1
)
i

vida mais normal. As melhoras ocorreram enquanto os pacientes

i nho no teste da gaiola de esquilo era significativa ao nivel de

p¢0,01 as 16 semanas e ao nivel de p¢0,001 as 24 semanas. As me

" lhorias nos indices de Karnofzky eram significativas ao nivel

de p<0,001 as 16 semanas e ao nivel de p¢0,0001 as 24 semanas.
,As melhorias no teste de memoria de Wechsler eram significati-

vas as 16 e as 24 semanas (p40,02). Os aumentos de QI na escala

. integral eram também significativos.

A maioria dos pacientes apresentou a mesma me
lhoria drastica no estilo de vida que se tinha verificado com o
- primeiro caso. Muitos eram incapazes de tomar cuidado de si pro
. prios e, de facto, eram desmemoriados e eram incapazes de cami-

nhar sem assisténcia antes da perapia. Pelas 24 semanas, muitos

dos que continuavam com a terapia estavam levando um estilo de

(R). Para além disso, dois pacientes

(R)

?que tinham deixado de receber Ampligen durante pelo menos

'dois meses, apresentaram uma deterioracdo neurocognitiva.




;
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= reconstruido a partir de cartas clinicas

ligeira, 3 = entre os limites normais

= 10 meses de terapia
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quadro 1 - PACIENTE OO
. Teste Antes Depois
Gaiola de esquilo
duracao 1,5 min 9 min
consumo de O2 1,15 unidades 2,35 unidades
' Karnofsky® 30 80
Teste de memoria de Wechslerb 0,5 2,75
QT de escala integral 88 134
Halsteadt—Reitanb
bater palmas 3
Trilhas A
Trilhas B 0
Eiaw-R
informacao 11 16
envergadura digital 8 le
vocabulario 12 16
aritmetica 5 14
semelhancas 9 12
desenho de bloco 5 10
simbolo digital 3 9
a

= O = grave, 1 = deterioracao moderada, 2 = deterioracao




QUADRO 2 - VIROLOGIA E NIVEIS SANGUINEOS DE AMPLIGEN

sems a Ampligen Via antiviral

200 mg no sangue

pg/ml 2-5A 2-5A RNase L Virus
sint cultura

ant. dep. ant. dep. ant. dep. ant. dep.

' 00

8 - 0,15 1,20 165 33 6 1 _— -
;f01 15 38 3,51 2,40 665 6 2 2 1
f02 14 52 0,45 0,30 67 1 19 1 2 o
103 15 47 0,30 0,60 665 1 40 1 2 0,5°
" 04 24 — 0,20 0,40 50 1 1 2 2 0,5°
L 05 10 36 0,25 1,1 200 1 13 1 1 2
106 10 42 1,57 0,9 85 1 20 2 2 0,5°
07 9 31 0,25 0,5 335 1 20 1 2 0,5
08 9 45 0,35 0,9 16 1 19 1 2 1,5
109 9 48 0,10 1,1 665 1 30 1 2 1,5°
110 9 52 0,25 0,6 165 1 30 0,5 2 0,5
111 2 35 0,50 0,56 335 1 30 0,2 1,5 0,5
(12 2 75 0,40 1,37 31 30 0,3 1 0,5
113 2 - 0,45 0,83 50 1 10 1 2 1
f14 2 - 0,10 0,28 167 1 30 2 2 1,5

=  Fraccao da média normal. Depois = 12 semanas. Obtiveram-
-se resultados semelhantes as 24 semanas.
b

Calculado conforme descrito em métodos, os valores da cul
tura de virus eram em média de culturas sucessivaskﬂndois
dias sucessivos antes do inicio do tratamento (antes) ou
nas semanas 20 e 24 durante o tratamento (depois). Os va-
lores "depois" dos pacientes 11 a 14 representa as ultimas

duas determinagOes, tomadas entre as semanas 8 e 16.

Tornou-se negativo em 3 ocasides sucessivas apds 24 sema-

nas.

- 16 -
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QUADRO 3 - PARAMETROS CLINICOS

?jPacieg Karnofsky Vo, Gaiola de indice de
esquilo memoOria de
{(1/min) Wechsler
antes 12 sem 14 sem ant. dep. ant. dep. ant. dep.
100 30 60 80 1,15 2,36 11 63° 88 134
o1 60 60 80 1,07 1,15 91 64 146 124
102 40 50 80 0,21 1,31 64 64° 122 1242
03 40 70 80 0,21 1,13 29 73 117 150
04 50 70 80 1,85 3,56 58 73 103 121
105 50 60 70 0,32 0,572 14 50° 98 101P
i 06 60 70 80 0,60 2,35 18 40 106 116
¥07 50 60 80 1,86 3,08 68 87 117 131
- 08 60 70 80 0,87 2,17 34 53% 94 1022
09 40 50 70 0,90 0,782 40 46° 95 102
10 50 - 80 0,60 1,52 64 79° 119 127
11 50 80 80 0,33 1,272 - -—- 84 96°
12 40 80 80 0,21 1,34° 39 57° 96 109°
13 60 80 80 1,28 1,67z 77 892 116 139°
|14 20 80 80 0,06 1,31 24 69° 89 108
‘média 47 67 79 0,76 1,70 38t 62F 106 119
18 = até 8 semanas apenas; = até 16 semanas apenas;
e - até 32 semanas ou até 60 semanas (ndo se dispde do ponto
| das 24 semanas).
£

It

pacientes com indice de Memdria de Wechsler anormal no

inicio (excluindo os pacientes 1, 11 e 13).
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Estudo da disfuncao cerebral cronica

Estudei também um grupo de pacientes que so-
friam de uma sindrome cerebral organica caracterizada por dis-
funcdo cerebral, alguns j& havia mais de 15 meses. A seguir a
um episodio semelhante a uma infec¢do. Estes doentes desenvolve
ram uma nova disfungao imune pds-infecciosa caracterizada por
deterioracdo mental progressiva, associada com lapsos de memo-
ria, ataques ocasionais e perda da éapacidade mental superior
(as chamadas fungOes cognitivas). A Imagem de Ressonancia Magné
tica (IRM) do cérebro, efectuada em doentes que se queixavam de
problemas cognitivos,mostrou varias anormalidades de altas in-

tensidades de sinal, incluindo areas almofadadas extensas con-

. cordantes com edema ou desmielizacgao. As células do sangue pe-

riférico apresentavam deficiéncias enzimaticas numa nova via an
tiviral designada via do 2-5A ligado a ARN de dupla cadeia (dc)/
/RNase L. O tratamento com uma origem exogena de ARNdc causou
uma melhoria na fungao cognitiva, no desempenho e na IRM e a
perda do deficit de 2-5A.

A disfuncao cerebral cronica (DCC) pode ocor-
rer em virtualmente qualquer grupo de idades e estd frequente-
mente associada com um episodio anterior de uma doencga infeccio
sa que se pensa ser de natureza viral. A disfuncao cerebral crd
nica pode ocorrer a seguir a mononucleose (ref. 6), brucelose
(ref. 7) ou infecgdes do tipo de herpes 6, bem como de outros
factores.

Perda das fungdes cognitivas - Como com o estudo relatado an-

teriormente, existem varios instrumentos neuropsicoldgicos e eu
usel estes instrumentos para estudar e definir um sub-conjunto
de pacientes com disfuncoes cerebrais cronicas. Uma bateria de

testes tipica usada incluia a Escala de Inteligéncia de Adultos

i de Wechsler Revista (EIAW-R), a Escala de Memdoria de Wechsler,

Imediata e Retardada (EMW), o Inventario de Personalidade Multi
fasico de Minnesota (IPMM) e testes semelhantes. Os doentes de

DCC normalmente tém resultados dos testes que mostram 2 desvios

- 18 -




padrao ou mais abaixo da média; alguns pacientes tém uma média

de todos os resultados que apresentam um desvio padrao ou mais

'abaixo da média e um paciente tinha resultados miltiplos que es

-tavam pelo menos 4 desvios padrao abaixo da média. Observei tam

bém com frequéncia que a "capacidade de abstraccdo" e o desempe

nho em "tarefas de permuta de conjuntos" também estavam deterio

-rados. A deterioracao da memOria parece ser uma consequéncia de

uma dificuldade com a atencao e a abstracgao. Varios pacientes

‘eram incapazes derealizar tarefas tao simples comofazer o balan

. ¢o dos seus livros de cheques ou colocar uma chave da porta da
rua na fechadura na posicao correcta. Estes deficits cognitivos
' mesurdveis e consistentes ndo sdo com toda a probabilidade cau-
" sados por fingimento ou por razoes puramente psicoldgicas uma
. Vez que sao muitas vezes associados a um percurso descendente

1no qual o paciente chega a um estado de acamado e quase de mo-
ribundo. Descobri também um novo defeito bioquimico associado

com esta doenca.

 Imagem de Ressonancia Magnética do Cérebro - A maioria dos pa-
s . . .
'cientes de que foram obtidas imagens de RM queixavam-se de pro-

| blemas cognitivos. As imagens de RM para o presente estudo fo-

| ram em geral efectuadas usando um aparelho de Imagens de Resso-

'nancia Magnética com um supercondutor de 1,5 T produzido pela

?companhia General Electric.
!
I

77% dos pacientes examinados tinham imagens

1de RM anormais: areas pontuadas primarias de sinal de alta in-

tensidade e por vezes areas extensas almofadadas de alta inten-

sidade de sina, em concordadncia com um edema focal e/ou com des
ymielizacao. A matéria branca subcortical estava frequentemente

afectada, mas viam-se lesOes também na matéria branca profunda.

, Existia uma correlacao entre a area anatomica

e a apresentagao clinica; por exemplo, um paciente com ataxia

tinha lesOes que abrangiam o cerebelo, nove pacientes com sintog
Imas visuais tinham lesdes que abrangiam o cortex occipital, um

‘paciente com paresia tinha uma lesdao que abrangia a capsula in-

- 19 -
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. terna contralateral. Nos varios casos em que se repetiu a ana-

lise por IRM, as lesoOes eram persistentes até que eu intervim

com a terapia de ARNdc.

Fendtipo e fungdo de células NK (Destruidoras Naturais = Natu-

ral Killer): uma afeccio imunoldgica - O fendtipo e a funcio das

celulas NK sao com frequéncia de fendtipos pouco habituais: a
subpopulacao normalmente predominante NKH1 + T3 (um subtipo de
linfocitos determinado com anticorpos monoclonais) pode ser di-

minuido, mas era normal em individuos tomados para comparagdo

' incluindo pacientes com depressoOes situacionais de natureza

transiente que frequentemente apresentam melhoras com farmacos
estimulantes, mudanca de ambiente, exercicio, etc.. Também a fun
¢do das células NK (actividade citolitica contra varias linhas
de células visadas) era generosamente reduzida em pacientes,
mas nolmalmente nao nos individuos do grupo de comparacao. Esta
actividade citolitica deficiente era particularmente notavel
apds estimulagdo com interleuquina-2 e quando a linha de célu-
las visada era uma linha de células infectada por EBV (virus de
Epstein-barr) (LAZ 388). Realizei agora a primeira série de es-
tudos com estes pacientes e observei que as anormalidades feno-

tipicas e funcionais nas células NK se alteraram a medida que o

' estado clinico dos pacientes melhorou a seguir ao tratamento com

uma fonte de ARNdc exdgeno.

' Defesas antivirais e estudos virologicos - Observei também que

' a maioria destes pacientes estavam infectados com herpes-6, uma

 classe relativamente nova de virus de herpes apenas recentemen-

te descrita (ref. 4, discutida acima), e nunca antes associada

i com a perda das capacidades de memdria. Estudos anteriores en-

contraram o virus em doentes com cancro. O virus tinha sido de-
signado anteriormente por HBLV (virus dos linfdocitos das célu-
las B humano = human B cell lympfocyte virus) ou HBV-6 (virus
de herpes humana 6). As principais caracteristicas deste virus
sdo a sua simetria icosaédrica com cerca de 162 capsOmeros e
uma membrana lipidica. As células infectadas desenvolvem célu-

las refractivas de grande dimensdo e alguns pacientes podem ter

- 20 -




até 20 a 30% ou mais dos seus linfocitos em circulacdo (um cer
to tipo de linfdcitos de linhagem da medula Ossea ou do timo)
infectados. A seguir a uma terapia com ARNdc durante varios me~
ses, a percentagem de células infectadas decresceu drasticamen-
te e esta descida esteve associada com a melhoria clinica das
capacidades cognitivas. Verifiquei também a presencga de virus
de EB (Epstein-Barr) em muitos destes pacientes bem como um no-
vo rectrovirus semelhante (embora geneticamente diferente) ao
HIV, um rectrovirus que causa a sindrome da imunodifiéncia adqui
rida ou SIDA.

Especimens de varios pacientes estudados por
mim indicam a possibilidade intrigante de "pseudotipologia" co-
mo um meio de alastramento da doenga. Por "pseudotipologia" eu
refiro-me, por exemplo, ao involucro de um virus de herpes tipo
6 rodeando o material genético de um retrovirus. Esta circuns-
tancia daria origem a uma nova forma de contigio em gque o agen-
te infeccioso alastra epidemiologicamente através da populacao
como um virus de herpes mas em que a informagdo genética que se

alastra €& na realidade a de um retrovirus. Utilizei varias son-

! das gendmicas (ref. 8) acopladas com consideragdOes seroldgicas

e morfoldgicas (ref. 9), a fim de elucidar novo mecanismo de
alastramento bioldogico que provoca em Gltima instdncia a dete-

rioracao mental é a morbilidade.

Estudei também a via de 2-5A/ RNase L em lin-
focitos de sangue periférico de 10 pacientes que tinham DCC com
lesoes visiveis por IRM e com deficits neuroldgicos associados
com uma diminuicdo do quociente de inteligéncia Na primeira fase
do estudo, observei as:defesas antivirais de pacientes apenas
com quocientes de intecligéncia (QIs) iguais ou menores gque 105
cuja ocupacgao anterior sugeria fortemente um QI pré-moérbido su-
perior; em muitos pacientes ful capaz de localizar provas tangl
giveis que revelagam um QI superior meses ou anos antes da pre-

sente doencga cerebral.
Oito de dez pacientes apresentavam RNase L hi
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peractiva ou aberrante que causava uma cisdo tdo natural (ines-
perada) do ARN ribossonico numa anadlise normal em gel de poli-
acrilamina (PAGE). Para além disso, estes oito pacientes tinham
niveis de sintetase de 2-5A inferiores ao normal antes da tera-—
pia. Estes pacientes responderam de modo extraordinario a tera-
pia com ARNdc em termos de melhoria do QI, da IRM, etc., en-
quanto que dois pacientes sem o defeito bioquimico tiveram res-

postas minimas.
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O diagnostico é conduzido de modo conveniente
a partir de uma amostra do sangue dos pacientes a fim de anali-
sar as células do sangue periférico para o 2-5'A enzimaticamen-
te deficiente usando os procedimentos descritos por Carter et
al. em The Lancet, (ref. 1). A aberracao notada anteriormente &
comparada com os resultados do teste de individuos que de outro
modo seriam saudaveis e & corrigido para administracdo exdgena
de ARNdc, de preferéncia de um ARNdc desemparelhado, a fim de
melhorar a condigdo clinica do paciente e restaurar as capacida
des cognitivas. Durante e no momento da conclusao da terapia, o
paciente € vigiado a fim de confirmar as respectivas melhoras
ao nivel celular, o que normalmente precede as melhoras clini-
cas de varias semanas, e a fim de determinar a quantidade de
ARNdc, no caso de naoser nula, necessaria para manter uma via
de sintetase de 2-5'A/RNase L normale:.de restaurar/manter as ca

pacidades cognitivas do paciente.

Procedimentos de diagnostico -

A concentragao in vivo de moléculas de 2'-5'A
em individuos normais e em pacientes com disfuncao cerebral crd
nica € avaliada como se segue: Analisaram-se fracgdOes soluveis
em etanol de amostras dos pacientes (linfdcitos do sangue peri-
ferico purificados por Ficoll-Hypaque) para verificar o contei-
do em 2'-5'A em analises em celulose com nGcleo de 2'-5'A (cro-
matografia de afinidade) com poli U—(32P)—pCp. Nesta analise,
usa-se a capacidade da RNase L activada por 2'-5'A para hidroli
sar poli(U) a fim de determinar a concentracao de 2'-5'A funcio

nal.

Os valores de referéencia foram estabelecidos
por analise de 15 individuos normais sem qualquer historia re-
cente de infecgodes a virus de acordo com o indicado por ausén-
cia de febre e de sintomas constitucionais, exantemas, etc., As
concentragdes dos respectivos niveis de 2'-5'A nos linfdcitos
foram determinadas usando curvas de calibracdo obtidas com molé

culas de 2'-5'A auténticas.




O ARNdc pode ser um complexo de um poliinosi-
nato e um policitidilato que contém uma proporcao de bases de
uracilo ou de bases de guanidina, por exemplo, de 1 em 5 até 1
em 30 destas bases (poli I - poli(C4_29x U ou G)).

O ARNdc pode ser da formula geral
rIn.r(C11_14,U)n ou rIn.r(Clz,U)n. Outros exemplos adequados de
ARNdc sao discutidos seguidamente.

Por "ARNdc desemparelhado" queremos signifi-
car O ARNdc em que as ligagdes de hidrogénio (empilhamento de
bases) entre as cadeias complementares se encontram relativamen
te intactas, isto &, sado interrompidas em média menos do gque um
par de bases em cada 29 residuos de pares de bases consecutivas.
O termo "ARNdc desemparelhado" deve ser compreendido em concor-

dancia.

Os ARNdc's desemparelhados preferidos para
utilizacdo na presente invencdo sdo baseqgdos em copolinucledti-
dos seleccionados de entre poli (Cn'U) e poli (Cn'G) em que n é
um nimero inteiro com um valor de 4 a 29 e sdo andlogos desempa
relhados de complexos de acidos polirriboinosinico e polirribo-
citidilico, formados por modificacado de rIn'RCn a fim de incor-
porar bases ndo emparelhadas (uracilo ou guanidina) ao longo da
cadeia de polirribocitidilato (rCn). Em alternativa, o ARNdc po
de ser derivado de poli(I) "poli(C)-ARNdc por modificacdo da co- -
luna vertebral de ribosilo do acido polirriboinosinico (rIn),
por exemplo por inclusdo de residuos de 2'-O-metil-ribosilo. Os
complexos desemparelhados podem ser complexados com um polimero
estabilizador de ARN, como seja com lisina e celulose. Estes
andlogos desemparelhados de th'rCn, de que os preferidos sao
os da formula geral rIn.r(C11_14,U)n ou rIn.r(C29.G)n, sao des-
critos por Carter e Ts'o nas Patentes US 4 130 641 e 4 024 222,
cujas memorias descritivas se ddo como aqui reproduzidas por re
feréncia. Os ARNdc's descritos na presente memdria descritiva

sao adequados para utilizacdo de acordo com a presente invencgao.

Outros exemplos de ARNdc's desemparelhados pa
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ra utilizacao na presente invencao incluem:

poli (I) . poli (C4,U)
poli (I) . poli (C7,U)
poli (I) . poli (C13,U)
poli (I) . poli (022,U)
poli (I) . poli (CZO’G)
poli (I) . poli (C29,G) e
poli (I) . poli Cp23 G>p

Outra classe de ARNdc's adequados para a pra-
tica da presente invencao & constituida pelos ARNdc's curtos de

estrutura definida, por exemplo oligonucledotidos da formula:

5'fecho-((I)n—fecho 3!
3'fecho-(I)n-fecho 5!

em que m e n sao numeros inteiros superiores a 5 e inferiores a
100, I & monofosfato de inosina, C é monofosfato de citidina e
em que os fechos numa cadeia sao complementares dos fechos na

cadeia oposta, ou um oligonucledtido da estrutura

5‘fecho—[(I)XA]j—fecho 3!

'3'fecho-[(CyU]k—fecho 3!

em que X e y sao nuimeros superiores a 5 e inferiores a 25, j e
k sao numeros superiores a 5 e inferiores a 10, I e C possuem
os significados anteriormente definidos, A & um nucleodotido que

nao &€ I, e U & um nucledtido cuja base emparelha com A.

Em alternativa, o oligonucleotido curto pode
ter a estrutura:

] - 4 — 1
5 (I)n dobradica (C)m3
em que n, m, I e C possuem os significados anteriormente defini

dos.

Estes oligonucledtidos podem ter substituicOes
numa cadeia nao complementar dos nucledtidos da cadeia oposta.

De preferéencia estes oligonucledtidos estao estabilizados por
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registos internos de heteropolimeros complementares e & deseja-
vel que o fecho ou a dobradiga ou ambos contenham regides de he
teripolimero complementar. Estes oligonucledtidos de preferén-
cia tém caudas de cadeia simples. Estes oligonucledtidos sdo
descritos em mais pormenor no pedido de Patente US com o nimero
de série N2 07/181 385 depositado em 14 de Abril de 1988 cujos
inventores sao Gillespie e Carter e na correspondente PCT/US89/
/02172, cujas memorias descritivas se ddo como aqui reproduzi-
das por referéncia. ‘

Para além disso, a concentracdao e a dimensao
molecular do 2'-5'A podem ser quantificados por cromatografia
ligquida de alta pressdo (HPLC). Deste modo, podem ser usadas
anadlises de cisdo de ARN ribossomal para avaliar a funcionabi-
lidade bioldgica (actividade) do 2'-5'A sintetizado pelo pacien
te in vivo ou para determinar o nivel de RNase L activada em
amostras dos pacientes. As células mononucleares do sangue pe-

riferico sao as células preferidas para as analises.

Os pacientes que apresentam disfuncao cere-
bral cronica sdo tratados com perfusdes intravenosas de 200 a
700 mg de rI.r(C11_14,U) conforme necessario, por exemplo desde
uma vez por semana até com uma frequéncia que pode atingir a
administracdao didria e os niveis enzimdticos de 2'-5A aumentam
em associacdo com as melhoras clinicas. A quantidade de ARNdc
administrado e a frequéncia de administra¢do serdo guiadas pe-
los niveis de sintetase de 2'-5'A medidos em conjuncdo com as
melhoras clinicas do paciente, especialmente o regresso das fun
coes cognitivas. As quantidades de ARNdc administrado proporcio
narao um nivel de desde 0,01 a 1,000 microgramas de ARNdc por
mililitro do sangue em circulacao sistémica no paciente imedia-
tamente a seguir & administracdo medidos num ponto distal em re

lagao ao ponto de perfusio.
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REIVINDICACOES S

Processo para a determinacao da presenca de
afecgbes neuro-cognitivas associadas com disfungoes imunologi-
cas sistémicas num paciente humano caracterizado por se avaliar
o nivel de sistetase 2'-5'A intracelular numa amostra de sangue
periférico do paciente e comparar este nivel com niveis pré-de-
terminados de sintetase 2'-5'A em individuos sauddveis, indican
do os niveis de sistetase 2'-5'A aberrantes em comparacao com
os individuos saudaveis a presenca de afecgdes neuro-cognitivas

associadas com disfuncoes imunoldgicas sistémicas.

Processo para distinguir uma disfuncao cere-
bral cronica de afeccgbes psicoldgicas ou neuropsiquidtricas pri
mirias semelhantes num ser humano caracterizado por se avaliar
o nivel de sistetase 2'-5'A intracelular numa amostra de sangue
periferico do paciente e comparar este nivel com niveis pré-de-
terminados de sintese 2'-5'A em individuos saudaveis, indicando
0os niveis de sistetase 2'-5'A aberrantes a presenga de uma dis-

funcao cerebral cronica.

Processo para a preparacao de uma composigao
farmacéutica Gtil para o tratamento de disfuncgdes cerebrais crd

nicas, nomeadamente quando evidenciadas por pelo menos uma per-—
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da parcial das funcoes cognitivas, de perturbacoes na atencio e

na capacidade de abstragao, por perdas de memdria, por uma afe-

| cgao imunoldgica ou por uma alteracdo enzimitica na via 2'-5'A

nas células do sangue periférico do paciente, caracterizado por
se incorporar como ingrediente activo um ARN de cadeia dupla
(ARNdc) desemparelhado constituido por acido poliadenilico com-

plexo com acido poliuridilico.

Processo para a preparacao de uma composicao
farmacéutica Gtil para o tratamento de disfuncdes cerebrais crd
nicas, nomeadamente quando evidenciadas por pelo menos uma per-—
da parcial das fungOes cognitivas, de perturbacOes na atencao e
na capacidade de abstracao, por perdas de memdria, por uma afe-
cgao imunoldogica ou por uma alteracdo enzimiatica na via 2'-5'A
nas células do sangue periférico do paciente, caracterizado por
se incorporar como ingrediente activo um ARNdc desemparelhado
constituido por um complexo de poliinosinato e policitidilato

que contém de 1 em 5 a 1 em 30 bases de uracil-guanidina.

Processo de acordo com a reivindicacao 4, ca-
racterizado por o ARNdc desemparelhado ser rIn.r(Cll_14,U)n ou
0 ARNdc desemparelhado conter regides de quebra de ligagdo e
apresentar a propriedade de proporgao terapeutica favoravel de

rIn.r(Cll_14,U)n.

Processo de acordo com qualquer das reivindi-
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cagdoes 3 a 5, caracterizado por a quantidade de ARNdc desempare
lhado incorporada ser tal que resulta um nivel de 2 a 1000 mi-
crogramas do ARNdc desemparelhado por mililitro do sangue na

circulagao sistémica do paciente.

Processo de acordo com qualguer das reivindi-
cacgdes 3 a 6, caracterizado por o ARNdc ser um oligonucledtido

curto com a estrutura definida pela formula:

5'fecho(I)n—fecho 3!
3'fecho-(C)m—fecho 51

em que m € n sao numeros superiores a 5 e inferiores a 100, I

é o monofosfato de inosina, C & monofosfato de citidina, ou

5'fecho—[(I)XA]j—fecho 3!
1 - - ]
3'fecho [(C)yU]k fecho 3

em que X e y sao numeros superiores a 5 e inferiores a 25, J e
k sdo numeros superiores a 5 e inferiores a 10. I e C possuem
os significados definidos anteriormente. A & um nucledtido que

nio é I e U & um nucledtido cuja base emparelha com A, ou
' A, : _ 1
5 (I)n dobradica (C)m3

em que n, m, I e C possuem os significados definidos anterior-
mente,
com a condigdo de que os fechos numa cadeia sdo complementares

dos fechos da cadeia oposta.

Processo de acordo com a reivindicacao 7, ca-
racterizado por o oligonucledtido ser estabilizado por registos

internos de heteropolimero complementar e o fecho ou a dobradi-
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¢a ou ambos conterem regioes de heteropolimero complementar.

A requerente reivindica as prioridades dos pe
didos norte-americanos apresentados em 16 de Outubro de 1989 e
em 4 de Abril de 1990, sob os numeros de série 07/421,596 e
07/504,185, respectivamente.

Lisboa, 16 de Outubro de 1990

R TITITRE CE .
W lord 8 SRR e s g s s T

T A R R S

- 31 -




s ¥

RESUMDO

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE AFECCOES NEURO-COGNITIVAS ASSO-
CIADAS COM DISFUNCOES IMUNOLOGICAS SISTEMICAS E PARA A PREPA-
RACAO DE COMPOSICOES FARMACEUTICAS QUE CONTEM ARN DE CADEIA
DUPLA DESEMPARELHADO PARA O TRATAMENTO DESTAS AFECCOES"

A invencao refere-se a um processo para a de-
terminagdo da presenca de afecgdes neuro-cognitivas associadas
com disfungoes imunoldogicas sistémicas num paciente humano hu-
mano que compreende avaliar-se o nivel de sistetase 2'-5'A in-
tracelular numa amostra de sangue periférico do paciente e com-
parar este nivel com niveis pré-determinados de sintetase 2'-5'A
em individuos saudaveis, indicando os niveis de sistetase 2'-5'A
aberrantes em comparacgao com os de individuos saudaveis a pre-
senca de afecgoes neuro-cognitivas associadas com disfuncgdes imu

noldogicas sistémicas.
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