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COMPOSTO DE FORMULA (I) E QUALQUER UM DOS SEUS
DERIVADOS, USO DO COMPOSTO, COMPOSIGAO FARMACEUTICA, E, USO
DA COMPOSIGCAO FARMACEUTICA

A presente invengdo diz respeito a um composto de

férmula estrutural (I)

(I)

e seus derivados, para uso como medicamento.

15
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Preferivelmente, para uso—como—agente—imunossupressor —com -

base ﬁg_interrupcéo da intera¢do entre TCR-Nck.

ESTADO DA TECNICA ANTERIOR

rejeigdo de alotransplantes e, de forma mais ou menos
directa, na origem de doengas auto-imunes. Por isso, os
actuais farmacos imunossupressores baseiam o seu mecanismo
de agdo na inibigdo da activagao dos 1linfdécitos T. Estes
imunossupressores apresentam uma baixa toxicidade, pois ndo
inibem as vias linfocitarias de forma especifica.

Os linfdécitos T sdo activados através do receptor
de antigénios (TCR) gque reconhece o complexo major de
histocompatibilidade (MHC) do 6rgdo transplantado como algo
estranho. O TCR é formado por 6 subunidades, duas das quais
(TCRa e TCRPB) sdo responsaveis pela identificagdo de MHC
ligado a péptidos antigénicos, enquanto que as restantes
quatro (CD3y, CD3d, CD3e¢ e CD3() sdo responsaveis pela
transmissdo de sinais ao citoplasma do 1linfécito (revisto

por Alarcon, B., Gil, D., Delgado, P. and Schamel, W.W.

~0Os 1linfécitos T _desempenham um papel. central na..
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(2003) Immunol Rev, 191, 38-46). Um dos processos 1iniciais

-

que ocorrem apds a ligagdo do TCR por parte do MHC é a
activagdo das tirosina cinases da familia src, Lck e Fyn,
que fosforilam as tirosinas das ITAM’s das subunidades de
CD3 que, por sua vez, se convertem em locais de fixagdo das
tirosina cinases da familia Syk (ZAP70 e Syk). Até ha bem
pouco tempo, acreditava-se que este era o esquema linear de
transmissdo de sinais, e que a partir das cinases da familia
Syk (essencialmente ZAP70) se produzia a divergéncia na
cadeia de activagdo que resulta na activagdo de diversos
factores de transcrig¢do, incluindo NFAT, alvo dos farmacos
imunossupressores ciclosporina A e FK506 (Lin, J. and Weiss,
A. (2001) J Cell Sci, 114, 243-244). Sendo assim, os autores
da presente invengdo descobriram ha alguns anos atras que,
para se activar, o TCR sofre uma alterag¢do conformacional
que resulta no recrutamento do adaptador Nck directamente
numa sequéncia rica em prolinas (PRS) da subunidade CD3¢
(Gil, D., Schamel, W.W., Montoya, M., Sanchez-Madrid, F. and
Alarcon, B. (2002) Cell, 109, 901-912). Esta interacdo entre
TCR-Nck foi dada como essencial para a activag¢do de TCR
mediante experiéncias de sobrexpressdo do dominio SH3.1
amino-terminal de Nck (que se 1liga a CD3¢) e mediante a
introdugdo dos linfdécitos T do anticorpo APAl/1l, que se liga
a PRS, bloqueando-a.
DESCRICAO DA INVENCAO

Um dos problemas associados aos actuais
imunossupressores diz respeito a sua toxicidade, que faz com
que ndo inibam as vias linfocitarias de forma especifica.

A presente invencdo proporciona um composto
imunossupressor mais especifico de linfécitos T e com menos
efeitos secundarios que os actualmente existentes, com base
na interrupg¢do da interac¢do TCR-Nck.

Para seleccionar o composto da presente invencdo,
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foi tida em conta a alteragdo conformacional do TCR e o
mecanismo de inicio da transmissdo de sinais, passo
fundamental para o recrutamento de proteinas efectoras.

A alteragdo conformacional do TCR, que ocorre apds
a unido de anticorpos estimuladores a MHC, colocou-se em
manifesta evidéncia mediante um ensaio de “pull-down”, onde
o TCR se une de forma indutivel a uma matriz da proteina de
fusado GST-Nck. Este ensaio biogquimico nao permite
identificar de forma individual as células cujo TCR esta a
sofrer uma alteracgdo conformacional. No entanto, os autores
da presente inveng¢do demonstraram que o anticorpo APAl/1
também reconhece a alteracdo conformacional (Risueno, R.M.,

Gil, D., Fernandez, E., Sanchez-Madrid, F. and Alarcon, B.

_Jlgg)_ 0 anf100rno pode ser usado em

preparados de 11nfoc1tos T para cultura e tambem em cortes“

submetidos a técnica imunohistoquimica. Este reagente
— permite = demonstrar,_ -através-- de um -outro procedlmento
distinto, o] “pull—down" da existéncia da alteracao

conformacional, para além de demonstrar que a alteragdo
cdnformacional ocorre in vivo. Além disso, o anticorpo
reconhece as sinapses imunitéarias formadas entre os
linfécitos T e as células que contém antigénio carregadas
com um péptido antagonista, mas ndo as sinapses formadas por
um agonista parcial/antagonista. Estes dados sugerem que a
alteracdo conformacional no TCR poderia estar subjacente a
distincdo entre agonistas fortes e fracos por parte dos
linfécitos T e poderia activar cadeias de activagao
especificas durante o reconhecimento de 1ligandos fortes.
Esta hipdétese parece ser corroborada pelo facto de dque
durante o desenvolvimento timico da alterac¢do conformacional
(visualizado através de coloragdo com APAl/1l) ocorre durante
o zreconhecimento de 1ligandos que induzem uma selegdo

negativa, mas ndo durante o reconhecimento de ligandos que
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induzem uma selegdo positiva (Risueno, R.M., van Santen,

H.M. and Alarcon, B. (2006) Proc Natl Acad Sci U S A., 103,
9625-9630) . Por outro lado, a Gnica consequéncia conhecida

X da alteracdo conformacional no TCR &€ a exposigdo da PRS a
) 5 CD3g, ainda que ndo seja descartada a hipdétese de que a
é alteragdo conformacional se transmita também Aas regides
citdplasméticas das outras subunidades CD3 e influencia
globalmente todo o processo de iniciagdo da transmissdo de

sinais pelo TCR, incluindo a fosforilac¢do nas tirosinas dos

10 ITAM’'s (Minguet, S., Swamy, M., Alarcon, B., Luescher, I.F.
and Schamel, W.W. (2007) Immunity., 26, 43-54). Contudo, o
recrutamento de Nck na PRS de CD3¢ constitui um possivel

mecanismo da transmissdo da alteragdo conformacional a vias

de aﬁf1va¢aa__;nt;acelulares (Gil, D., Schamel, W.W.

15 Montoya, M., Sanchez- Madrld F. and Alarcon, B. (2002) Célli
109, 901-912).

— e A _flm de demonstrar - a 1mportan01a da 1ntera¢ao

entre Nck-CD3e¢ na activagdo de linfdécitos T e valldar esta
interagdo como alvo de agentes imunomoduladores, foi
20 produzido um modelo de péptidos sintéticos que mimetizam a
sequéncia da PRS e que poderiam bloquear o local de ligagdo
de Nck a CD3eg. Assim, obteve-se um péptido, denominado
11R085, que & 300 vezes mais potente que um péptido com a
sequéncia “wild type” na inibigdo da interagdo de CD3¢ com o
25 dominio SH3.1 de Nck. Utilizando este péptido, conseguimos
inibir de forma especifica a proliferag¢do de 1linfécitos T
humanos tanto de CDh4 + como de CD8+, em resposta a
estimulagdo com anticorpos anti-CD3, com um IC50 de
aproximadamente 20 uM, enquanto que a proliferagdo de
30 linfécitos T humanos dependente de um receptor diferente, ©
IL2R, ndo €& praticamente afectada por tal péptido,
inclusivamente em concentra¢des 3 vezes superiores.

Assim sendo, o péptido 11R085 inibe a activagado
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iniciada pelo TCR mas n3o a activagcdo mediada por outro
receptor e, por tal, é especifico do alvo molecular para o
qual foi concebido.

O péptido 11R085 também inibe a producdo de IL2 e a
proliferagcdo induzida por antigénio em linfécitos primarios
de ratos transgénicos OT-I com um IC50 de aproximadamente 5
uM. Fica, assim, validada a interacdo entre Nck-CD3g como
alvo molecular para o desenvolvimento de imunossupressores.

A partir de entédo, e utilizando estratégias
bioinformdticas de selegdo, realizou-se uma filtragem virtual
de compostos que se unem ao dominio SH3.1, conforme se
descreve nos exemplos da invengdo. Apds esta filtragem, foram

seleccionados os dez compostos que teoricamente se encaikxavam

meihor——numa——bolsa hidrofoba—de SH3-..1, encarregado do___

reconhec1mento da sequenc1a de PRS de CD3£ (veja se a FIG

1l). Todos os compostos, estruturalmente muito diferentes,

- apresentaram um--certo grau de actividade, mas aquele dque.

apresenta um maior Jgrau de actividade e menor toxicidade,
inclusivamente a doses elevadas, (FIG. 7) é o composto
denominado por CBM-1, composto de férmula estrutural (I).

O composto CBM-1 apresentou uma boa actividade e
capacidade imunossupressora, e 1inibe a proliferagdo de
linfécitos T humanos induzida por anticorpos anti-CD3, mas
ndo a proliferag¢do dependente de IL2. Ainda assim, inibe a
proliferagdo de 1linfécitos T de ratinho dependente de
antigénio e também inibe a liberta¢do de IL2. Nos linfécitos
humanos estimulados com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 inibe
a produgdo de IFNy, de IL-10 e de TNFB, bem como a geragdo de
células humanas produtoras de IFNy em resposta a anti-CD3 e
anti-CD28. Estes dados demonstram que este composto possuil
uma acdo inibidora da activacdo de 1linfécitos T, tanto de
ratinho como humano, a concentra¢des baixas de a partir 0.1

pM, e preferivelmente no intervalo de entre 0,1 e 1 uM.
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Assim, o CBM-1 é activo enguanto imunossupressor.
Por tudo isso, um primeiro aspecto da presente

invengdo refere-se a um composto de fdérmula (I):

2O

(I)
ou quaisquer derivados do mesmo, entre os quais se
incluem os seus sais, isdmeros ou misturas de isdmeros, prd-

farmacos, formas cristalinas, etc. para seu usoO Ccomo

15

20

25

—medicamento,—preferivelmente como_imunossupressor

Entende-se por isdmeros ou misturas dé isémeros na
presente invencgdo:

- = 1) isdmeros em disposigdo Z ou E definidos.pela
posic¢dao dos substituintes em relagao as 1liga¢des mialtiplas
que apresentam os compostos,

2) isOmeros Opticos ou enantidmeros, originados
pela presenga de centros quirais (Atomos wunidos a quatro
substituintes diferentes) que provocam a diferenciacédo entre
enantiémeros relativamente & sua actividade ©o6ptica (rotagdo
da 1luz polarizada ao passar através de uma solugdo do
enantidémero) ,

3) diastereoisdémeros, isdmeros com, pelo menos,
dois centros quirais, estando os substituintes de um dos
referidos centros dispostos de forma idéntica nos
diastereoisdmeros e os substituintes de pelo menos outro dos
centros dispostos de forma distinta entre ambos.

Entende-se por “pré-farmacos” dos compostos de
férmula (1) qualquer derivado (por exemplo, ésteres,

carbamatos, amidas, etc.) gque, quando administrado a um
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individuo, é capaz de proporcionar, directa ou
indirectamente, um ou varios dos compostos da referida
férmula (I).

Também se incorpora na definigdo de derivados
“formas cristalinas” dos compostos de férmula (I) em estado
livre ou como solvatos. O termo “solvato”, conforme
utilizado, inclui solvatos que possam ser utilizados na
composigdo de um medicamente, e solvatos Uteis na preparagdo
de tal medicamento. Os solvatos podem obter-se através de
métodos convencionais de solvatacgdo, conhecidos pelos
técnicos noa assunto.

Na presente invengdo, entende-se por “sais” tanto

os sais farmaceuticamente aceitdveis como aqueles que ndo sdo

farmaceuticamente aceitdveis mas que, ainda assim, podem sexr

£,
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20

25

30

Gteis na preparagdo de farmacos, pelo que todos os sais dos

compostos da invengdo, farmaceuticamente aceitaveis ou ndo,

...estdo incluidos. no.dmbito..da.presente invengdo. .. -

Por Ultimo, inclui-se na definigdo  -de “derivados”
aqueles compostos da invengdo que contém um ou mais &tomos
isotopicamente enriquecidos. Por exemplo, compostos com uma
das formulas da inveng¢do nas quais um ou varios atomos de
hidrogénio foram substituidos por &atomos de deutério ou
tritio, um ou varios atomos de carbono foram substituidos por
dtomos de *’C ou ™C ou um ou varios Atomos de azoto foram
substituidos por °N.

O composto de fdérmula (I) é capaz de se ligar ao
dominio SH3.1 de Nck, interrompendo a interagdo TCR-Nck e,
por isso, €& um composto imunossupressor especifico de
linfécitos T, que apresenta vantagens claras comparativamente
com outros imunossupressores, entre outras, origina menos
efeitos secundarios.

Por tudo isso, um aspecto da invengdo diz respeito

ao uso do composto de fbérmula estrutural (I) ou qualquer um
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dos seus derivados para a preparagdo de um medicamento
destinado ao tratamento e/ou prevengdo de doengas advindas da
hiperproliferagdo de linfécitos T.

Preferivelmente, estas doengas sdo doencas auto-
imunes, doengas advindas da rejeigdo de alotransplantes ou
Xenotransplantes de oO6rgdos ou tecidos, ou linfomas e/ou
leucemias T.

Mais preferivelmente, as doengas auto-imunes sdo
aquelas nas quais a activag¢do de linfécitos T desempenha um
papel importante na fase de indugdo e/ou na fase efectiva, e
mais preferivelmente as doengas auto-imunes sistémicas e
especificas de um 6rgdo, entre a lista que inclui esclerose

miltipla e suas variantes, 1lUpus eritematoso sistémico,

25

30

psoriase, vitiligo, artrite_ reumatdéide, —asma, —psoriase,

hepatité_ auto-imune, diabetes tipo 1, miastenia grave,

espondilite anquilosante, doenga de Crohn, etc.

Outro aspecto da invencdo diz respeito a uma_

composigdo farmacéutica que inclui o composto de fdérmula

estrutural (I), ou qualquer um dos seus derivados supra
descritos, e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

Em cada um dos casos, a composig¢do adaptar-se-a& ao
tipo de administragdo utilizada. Por isso, a composig¢do supra
descrita pode apresentar-se sob uma forma farmacéutica de
administragdo por via oral, bem como sob uma forma sdélida
(por exemplo, comprimidos, drageias, céapsulas, etc.) ou
liquida (por exemplo, solugdes, suspensdes, emulsdes, etc.),
por via parentérica (por exemplo, intramuscular, subcuténea,
intravenosa, etc.), rectal, ou qualquer outra via de
administragdo clinicamente permitida e numa quantidade
terapeuticamente eficaz.

Os adjuvantes e veiculos farmaceuticamente
aceitaveis que podem ser utilizados nas referidas composigdes

sao os veiculos habitualmente utilizados na arte. A
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composigdo farmacéutica proporcionada por esta invengdo pode
ser administrada através de qualquer via de administragio,
sendo que a referida composigdo serd formulada numa forma

farmacéutica adequada & via de administrac¢do seleccionada.

5 Ao longo da descrigdo e das reivindicag¢des, a

- palavra “inclui” e suas variantes n3do pretendem excluir

outras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes ou

passos. Para os técnicos no assunto, outros objectos,

vantagens e caracteristicas da invengdo serdo depreendidas em

10 parte da descrigdo e em parte da pratica da invengdo. As

figuras e exemplos seguintes s3o apresentadas com fins

ilustrativos, ndo tendo gquaisquer intuitos limitativos da
presente invencédo.

_ — —DESCRIGAO-DAS FIGURAS — ——
- BET: ' T FIG 1 Modelduagvdomlnig_gi3 1 ;.Ezzfragem v1rtual

20
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de compostos com potencial de ligagédo.

Flltragem -virtual de- compostos que se ligam ao

domlnlo SH3.1 de Nck. Modelo tedbrico de estrutura do dominio
SH3.1 de Nck (segdo A). A se¢do B mostra como se encaixa um
desses compostos na parte superior do modelo virtual.

FIG 2. Efeito selectivo dos compostos resultantes
da filtragem virtual na proliferag¢@o induzida por anti-CD3.

Proliferagdo avaliada por citometria de fluxo de
acordo com a perda de fluorescéncia verde (CFSE) dentro da
populagdo CD8+. Os. compostos distintos sdo representados
através do cédigo NSI seguido de um namero. O CBM-1 é o
composto NSI-65.

FIG 3. Efeito selectivo do composto CBM-1 na
proliferagdo induzida por anti-CD3.

Inibig¢do por CBM-1 da proliferagdo de linfécitos T
humanos em resposta a estimulagido com anticorpos anti-CD3.
Sdo comparados estes resultados com os resultados da

proliferagdo de linfoblastos humanos dependentes de IL2.
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FIG 4. Inibig3o da libertagdo de citocinas por CBM-

Inibigdo por CBM-1 da secregdo de citocinas por

linfécitos T humanos em resposta & estimula¢do com anticorpos

anti-CD3.
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sobre
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14
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array de

BD) .

O

composto

apresentou qualquer efeito sobre a libertacgdo de ILS5,

ILe6,

20

25

30

estimulacgéao

_ grafico &€ apresentada.- a expressdo de IFNy intracelular (como __._

produto

fluorescéncia média)

CBM-1.

N

Py

da

FIG

Expressao

intracelular
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6.

Estrutura

com uma mistura de

de

por

de
anti-CD3

células

RMN do

IFNy

em

CBM-1

IL1-

enquanto que ndo foi possivel detectar o IL2 e IL4.

resposta

e anti-CcD28.

positivas

dominio

e

SH3.1

nao

B e

FIG 5. Inibigdo-da-produgdo—intracelular-de—IFNy —_

a

No

da

em fung¢ao da concentragdo do composto

e

deslocamentos produzidos apdés a ligagdo do péptido de alta

afinidade 11R085.

cinco laminas B est3o enumeradas de forma consecutiva.

indicam

Estrutura por RMN do dominio SH3.1 de Ncka

as

extremidades

respectivamente.

(B)

amino- e

(A) .
N

As
e C

carboxi-terminais,

Comparagdo dos residuos deslocados pela

unido do péptido de alta afinidade 11R085 ao dominio SH3.1 de

Ncko

(a negro),

FIG

7.

Estrutura

por

RMN do

dominio

deslocamentos produzidos apds a ligag3do de CBM-1.

com os residuos correspondentes de Nckp.

SH3.1

e

Deslocamentos de residuos de aminodcidos no dominio

SH3.1 produzidos pela interagdo com o composto CBM-1.

Sao
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representadas as cadeias laterais dos aminodcidos que alteram
a sua posigao depois de se unirem ao composto. As alteragdes
sdo consequéncias da 1ligagdo do composto CBM-1 & bolsa
prevista na filtragem virtual.

FIG 8. Toxicidade de CBM-1.

A linha celular de linfécitos T humanos Jurkat e a
linha celular linfoblastéide B humana Raji foram incubadas
com as concentra¢des indicadas de CBM-1 durante 48 horas. A
toxicidade do composto foi estimada através de exclusdo de
iodeto de propidio e citometria de fluxo. As duas linhas
celulares permaneceram com 100% de viabilidade apds 48 horas,
inclusivamente na dose mais elevada do composto.

FIG 9. Comparagdo da sequéncia primdria do dominio

SH3.1 de cha com__ aquelas_do_domlnlo_SH3u4—de—ch

20

25

30

com aquelas dos domlnlos SH3.2 e SH3.3 de Ncka.

Sdo indicadas as posig¢des das ldminas B e os anéis

conectores no dominio _SH3.1 de- Nckx. As setas negras_indicam __

os re31duos fortemente deslocados apdés a ligagdo do composto
CBM-1.
EXEMPLOS

Adiante, é ilustrada a invengdo através de algumas
experiéncias realizadas pelos inventores, que desenvolvem os
esforgos 1levados a cabo para identificar o composto da
invengdo e comprovar a sua eficacia.

EXEMPLO 1

Efeito de inibidores peptidicos da interagdo Nck-
CD3e na activagdo de linfécitos T.

A fim de demonstrar a importdncia da interagdo
entre Nck-CD3¢ na activagdo de linfdcitos T e wvalidar esta
interagdo como alvo de agentes imunomoduladores, foi
produzido um modelo de péptidos sintéticos que mimetizam a
sequéncia da PRS e que poderiam bloquear o local de ligagao

de Nck a CD3e. Assim, obteve-se um péptido, denominado

cqm e
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11R085, que €& 300 vezes mais potente que um péptido com a
sequéncia “wild type” na inibicdo da interagdo de CD3e com O
dominio SH3.1 de Nck. Utilizando este péptido, conseguimos
inibir de forma especifica a proliferagdo de linfécitos T
humanos tanto de CD4+ como de CD8+, em resposta a
estimulagdo com anticorpos anti-CD3, com um IC50 de 20 uM,
enquanto que a proliferagdo de 1linfdécitos T humanos
dependente de um receptor diferente, o IL2R, nao foi
praticamente afectada por tal péptido, inclusivamente em
concentragdes 3 vezes superiores. Tais resultados sugeriam
que o péptido 11R085 inibe a activag¢do iniciada pelo TCR mas
ndo a activagdo mediada por outro receptor e gue, assim

sendo, é especifico do alvo molecular para o. qual foi

concebido. O péptido 11R085 também—inibiu—a producdo—de TL2 — _~ =

20
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e a proliferagdo induzida por antigénio em 1linfdécitos

primarios de ratos transgénicos OT-I com um IC50 de 5 uM.

Ficava, assim,. validada a interagdo _entre Nck-CD3e como_alvo.

moleculgr para o desenvolvimento de imunossupressores.

EXEMPLO 2

Selegdo por filtragem in silico de compostos com
potencial de bloqueio da interagdo Nck-CD3e e avaliagdo da
sua capacidade imunossupressora.

Foram utilizadas técnicas de modelagdo molecular
(Fiser, A., Feig, M., Brooks, C.L., 3rd and Sali, A. (2002)
Acc Chem Res., 35, 413-421) para se obter por homologia a
estrutura do dominio SH3.1 de Ncka com base na sua sequéncia
e na estrutura de 50 dominios SH3 conhecidos de outras
proteinas. Desta forma, chegou-se a um modelo tedrico de
estrutura que pode ajustar-se com muito boa fiabilidade a
estrutura real do dominio. Partindo desta estrutura, fez-se
uma filtragem virtual com software prdprio de um conjunto de
mais de 300 000 compostos disponibilizados pela empresa

norte-americana Chembridge, seleccionando-se dez compostos



10

13/16

que, teoricamente, encaixavam melhor numa bolsa hidréfoba do
SH3.1, supostamente responsadvel pelo reconhecimento da
sequéncia PRS de CD3e¢ (veja-se a FIG. 1). Estes compostos
foram posteriormente utilizados para realizar as experiéncias
de inibigdo da proliferagdo de 1linfdcitos T humanos
estimulados com anticorpos anti-CD3.

EXEMPLO 3

Efeito selectivo dos compostos resultantes da
filtragem virtual sobre a proliferag¢do induzida por anti-CD3.

Para a ronda seguinte de selegdo dos compostos
resultantes da filtragem virtual com potencial de bloqueio da
interag¢do Nck-CD3e  foram marcadas PBMNC (culturas de células

mononucleares de sangue periférico) purificadas de dadores
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saos atraves de._fluorescenc1af—e——feranr—rncubadas*—durante. 5

dlas sobre placas recobertas do anticorpo anti-CD3 OTK3 na

presenga de doses distintas dos tais compostos. Avaliou-se a

proliferagcdo dos linfécitos T através de citometria de fluxo..

de acordo com a perda de fluorescéncia verde (CFSE) dentro da
populagdo de CD8+.

Todos o©os compostos submetidos a experiéncias
tiveram um determinado grau de actividade de bloqueio da
proliferacdo dos linfdécitos, mas o melhor e menos tdxico foi
o composto denominado por CBM-1 (composto de férmula
estrutural (I)), como se mostra na figura 2 (FIG. 2), onde o
CBM-1 esta representado pelo composto NSI-65.

EXEMPLO 4

Efeito selectivo de CBM-1 na proliferagdo induzida
por anti-CD3.

Marcaram-se PBMNC purificadas de dadores saos com
CFSE e incubaram-se durante 5 dias sobre placas recobertas
com o anticorpo anti-CD3 OKT3 na presen¢a de doses distintas
de varios compostos indicados, entre eles CBM-1. Avaliou-se a

proliferag¢do por citometria de fluxo de acordo com a perda de
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fluorescéncia verde (CFSE) dentro das amostras de CD4+ e
CD8+. Em simulténeo, realizou-se uma experiéncia de
proliferagdo de 1linfoblastos humanos dependente de IL2.
Estimularam-se PBMNC purificadas de dadores sdos com PHA
durante 38 horas e marcaram-se com CFSE. Posteriormente,
cultivaram-se durante 3 dias na presenga de 100 IU/ml de IL2
humana recombinante na presenga de concentragdes dos
compostos utilizados, particularmente de CBM-1.

O composto CBM-1 inibiu a proliferag¢do induzida por
anti-CD3 de linfécitos CD4+ com um IC50 de 2 upuyM e a
proliferagcdo de linfdécitos CD8+ com um IC50 de 3 uM (FIG. 3).
O efeito inibidor de outros dos compostos foi ligeiramente
inferior. 0 CBM-1 nao inibiu significativamente a

proliferacdo de linfoblastos—humanos—dependente_—de TL2 & _
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c?ncmentraq:aeg de 20 uM, indicando a sua especificidade em
relagdo a proliferagdo dependente da activagdao de TCR, mas

ndo em relagdo & proliferagdo dependente de IL25. Estes.dados_. — -

suportam a existéncia de um mecanismo de agdo selectivo sobre
o TCR.

EXEMPLO 5

Inibig¢3o da secregfo de citocinas por linfécitos T
humanos em resposta & estimulagdo com anticorpos anti-CD3.

Mediu-se o efeito do composto CBM-1 sob a produgao
de citocinas numa experiéncia na qual as PBMNC humanas foram
estimuladas com anticorpos anti-CD3. O sobrenadante destas
células foi recolhido 72 horas depois e mediram-se varias
citocinas simultaneamente através de um ensaio de citometria
de fluxo. Estas experiéncias demonstraram que o composto teve
um potente efeito inibidor sobre as citocinas Thl, bem como
IFNy (IC50 de 0,3 ,uM), TNFB (IC50 de 0,2 uM) e IL1O (IC50 de
0,2 uM), e ndo teve qualquer efeito sobre a produgdo de IL5 e
IL6 até concentracdes de 30 uM (FIG 4). Os dados indicam que

© CBM-1 inibe selectivamente a produgdo de algumas citocinas
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por 1linfécitos T, mas n3oc de outras. Ou seja, o CBM-1
apresenta um grau de selectividade na inibig¢do de vias
intracelulares de transmissio de sinais.

EXEMPLO 6

Inibigdo da express3o de IFNy intracelular por
células T CD4+ de ratinho em resposta & estimulagdo com
anticorpos anti-CD3.

Para demonstrar se os 1inibidores previnem a
diferenciacdo de linfécitos ThO e Thl, realizaram-se ensaios
de diferenciag¢do in vitro. Estimularam-se células de bago de
ratinhos C57BL/6 com anticorpos anti-CD3 + anti-CD28 durante
48 horas na presenga das concentra¢gdes de CBM-1 indicadas e
incubaram-se durante mais 6 horas com brefeldina A,

verlflcando -se que o_CBM_l_;n1be_a—gera$ae—de—i1nfocrtos “ThI
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secretores de IFNy com um IC50 de 0,8 uM. As células foram em
primeiro lugar marcadas com CD4-PE e depois de fixadas e

permeabilizadas, fo;am marcadas_com anticorpo anti-IFNy.

grafico (FIG. 5) mostra a expressdo de IFNy intracelular

(como produto da percentagem de células positivas e da
fluorescéncia média) em fungdo da concentracdo de CBM-1.

EXEMPLO 7

Determinagdo por RMN da estrutura tridimensional do
dominio SH3.1l de Ncka

Em simultéaneo, determinou-se por RMN (em
colaboragdo com o laboratdério dos Prof. Maria Angeles Jiménez
e Manuel Rico, do Instituto de Quimica-Fisica Rocasolano,
CSIC, Madrid), a estrutura tridimensional do dominio SH3.1l de
Ncka com e sem o péptido 11R085 (FIG. 6). Tal facto permitiu
validar a predigdo do modelo de estrutura in silico utilizado
para a filtragem virtual. Além disso, permitiu medir os
desvios quimicos ocorridos na estrutura provocados pelo
composto CBM-1 (FIG. 7).

Os resultados indicam que o composto CBM-1 interage
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estruturalmente com a proteina aproximadamente na forma
prevista pelos estudos bioinformaticos. O composto liga-se a
uma bolsa hidréfoba na qual participam os residuos Trp4l e
Tyr50/Phe53, provocando uma distor¢do e deslocamento da
lamina B2 e de residuos no anel distal (FIG. 7 e FIG. 9). Os
deslocamentos de residuos no dominio SH3.1 validam a previsao
acerca da interagdo do dominio SH3.1 com CBM-1 a nivel

molecular e sdo consequentes com o modelo.
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REIVINDICACOES

1. COMPOSTO DE FORMULA (I):
S
=

{0

7 i

/
/
\

E QUALQUER UM DOS SEUS DERIVADOS, caracterizado
pelo fato de ser para uso como medicamento.

2 UsSO DO COMPOSTO, tal como definido pela
reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de ser para preparar

um medicamento.

10
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~advindas da‘éctfvaééozaeﬁfiﬂf%éf?o§%T=%u:§a:ﬁlbz}piblzfegégéo

- = -._3.— “USO-DO COMPOSTO, -dé acordo cdm a reivindicacio

2, caracterizado pelo fato de ser para preparar um

medicamento destinado ao tratamento e/ou prevengdo de doencgas

ou proliferagdo andémala dos mesmos.

4, USO DO COMPOSTO, de acordo com a reivindicagao
3, caracterizado pelo fato de que as doengas provocadas pela
activacao de linfdécitos T sdo doengas auto-imunes.

5. USO DO COMPOSTO, de acordo com a reivindicagdo
4, caracterizado pelo fato de que as doengas auto-imunes sdo
seleccionadas entre a lista que compreende: esclerose
maltipla e suas variantes, lGpus eritematoso sistémico,
psoriase, vitiligo, artrite reumatdide, asma, hepatite auto-
imune, diabetes tipo 1, miastenia grave, espondilite
anquilosante e doeng¢a de Crohn.

6. USO DO COMPOSTO, de acordo com a reivindicagao
3, caracterizado pelo fato de que as doengas provocadas pela
activagdo de linfécitos T sdo doengas advindas da rejeigdo de

alotransplantes ou xenotransplantes de 6rgdos ou tecidos.
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7. USO DO COMPOSTO, de acordo com a reivindicagdo

3, caracterizado pelo fato de que as doengas provocadas pela
activagdo de linfdécitos T s3o linfomas ou leucemias T.

8. COMPOSIGCAO FARMACEUTICA, caracterizada pelo

fato de gque compreende o composto tal como definido pela

reivindicagdo 1 e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

9. USO DA COMPOSIGAO

FARMACEUTICA,
definido pela reivindicag¢do 6,

tal como

caracterizado pelo fato de ser
como imunossupressor.
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RESUMO
COMPOSTO DE FORMULA (I)
DERIVADOS, USO DO COMPOSTO,

DA COMPOSIGAO FARMACEUTICA

E QUALQUER UM DOS SEUS
COMPOSICAO FARMACEUTICA, E, USO

A presente invengdo refere-se a um composto de

férmula estrutural (I) e

seus derivados, para uso como

Preferivelmente como agente imunossupressor com

base na interrup¢do da interagdo entre TCR-Nck.

medicamento.




