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DESCRIGAO

INIBIDORES DA SINTESE DA MUCINA

Este Pedido de Patente reivindica os melhoramentos do Pedido de
Patente proviséria norte-americana U.S. 60/179,127, depositada
em 31 de Janeiro de 2000, do Pedido de Patente provisédria
60/193,111, depositada em 30 de Marco de 2000, do Pedido de
Patente proviséria 60/230,783, depositada em 7 de Setembro de
2000, do Pedido de Patente provisdéria 60/ depositada em 23 de
Outubro de 2000 e do Pedido de Patente provisdéria 60/ depositada
em 20 de Novembrc de 2000. Todos os Pedidos de Patente
anteriormente referidos tém como titule "Inibidores da Sintese
da Mucina" e os inventores sao Yuhong Zhou, Roy C. Levitg,

Nicholas C. Nicolaides, Steve Jones, e Mike Mclane.

CAMPO DA INVENCAO

Esta invencdc refere-se & modulagdo da sintese da mucina e a
utilizacdo terapéutica de compostos para controlar a produgao
excessiva de mucina associada a doengas como por exemplo asma,
bronquite crénica, doengas inflamatérias dos pulmdes, fibrose
quistica e doencas respiratdérias infecciosas crénicas ou agudas

assim como doencas pulmonares cbstrutivas crénicas (DPCO).

ANTECEDENTES INVENGAO

£ do conhecimento geral que o epitélio das vias respiratérias
tem wum vpapel importante no mecanismo de defesa da via
respiratdédria  via sistema mucociliar e via as barrelras
mecdnicas. FEstudos recentes indicam que as células epiteliais
das vias respiratdrias (AEC do inglés airway epithelial cells)
podem ser activadas ©para produzir e libertar mediadores
bioldégicos importantes na patogénese de diversas doengas das
vias respiratédrias (Polito & Proud; 1998; Takizawa; 1998). A
evidéncia tem demonstradc que o epitélio fundamentalment
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altera-se nas doencas das vias respiratérias crénicas como por
exemplo a asma, a bronquite crénica, o enfisema, e a fibrose
guistica (Holgate et al., 1999; Jeffery PK, 1991; Salvato,1968;
Glynn & Michaels, 1960). Uma das caracteristicas marcantes
destas doencas das vias respiratérias é z producdo excessiva de
muco pelas AEC. Os principails componentes macromoleculares do
muco sdo as grandes glicoproteinas conhecidas como mucinas.
Recentemente, foi determinada a estrutura molecular de pelo
menos 7 mucinas de origem humana. A transcrigdo conhecida dos
genes da mucina sdo heterogéneos sem homologia sequencial entre
cs genes (Veynow & Rose,1994), ainda que estes na sua estrutura

global repetitiva sejam idénticos.

E sabido que os estimulos deletérios activam as AEC. Estes
estimulos podem variar de antigénios nas doencas alérgicas aos
nedicamentos ou contaminantes meio ambientais, fumo de tabaco, e
agentes infecciosos assoclados a formss de doencas pulmonares
obstrutivas crénicas. A activacdo das AEC conduz & alteracdc do
transporte 1énico, alteracgdes no batimento ciliar e ao aumento
da produgdo e secrecdo de mucinas conduzindo a um aumento de
muco. 0s mediadores produzidos em resposta a activacdo das AEC
incluem guimiocinas gque promovem o influxo de células
inflamatérias (Takizawa, 1998). Por outro lado, estas células
inflamatérias podem produzir mediadcres que podem deteriorar as
AEC. A deterioragdo das AEC estimula a proliferacdo celular
(hiperplasia das células caliciformes e das células da gléndula
submucosa) que resultam numa fonte ampla e continua de produtos
pré~inflamatdrios, incluindo as proteases assim como factores de
crescimento gue promovem a remodelaciio da parede das vias
respiratérias o gue pode levar a destruicdc do pulmio e a perda

de funcic (Holgate et al., 1999).

A produgdo excessiva de muco e a alteragdo das suas
caracteristicas fisiceo-guimicas podem de virias formas
contribuir & patoclogia pulmonar. A alteracdo da depuracdoc

fisioldgica mucociliar pela producio excessiva de mucinas podem
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gerar tampdes de muco, aprisionamento do ar e atelectasia que

muitas vezes se complica com a infecg&o.

A asma & uma dcenca pulmonar obstrutiva crénica que parece gue
estd a aumentar em prevaléncia e gravidade (Gergen e Weiss,
1992). Calcula-se que 30 a 40% da populacdo sofre de alergia
atépica e 15% das criancas e 5% dos adultos da populagdo padecem

de asma (Gergen & Weiss, 1992).

Na asma, a activacdo do sistema imunitério por antigénios conduz
a inflamacdo alérgica. Quando este tipc de activagdo imunoloégica
se d& esta ¢é acompanhada por uma inflamacdo pulmonar,
hipersensibilidade bronquial, hiperplasia de células
caliciformes e da glandula da submucosa, e super-producdc e
hipersecrecdo de mucina (Basle et al., 1989) (Paillasse, 1989)
(Rosque et al., 1990). A super-producdo e congestionamento do
muco associado & hiperplasia das células caliciformes e com as
células da glandula da submucosa é uma parte importante da
patologia da asma e tém sido descritos nos exames das vias
respiratérias de asmaticos moderados assim como de pessoas que
morreram com estado asmatic (Earle,1953) (Cardell & Pearson,
1959y (Dunnill, 1960) (Dunnill et al., 1969) (Aikawa et al.,
1992) (Cutz et al., 1978). Algumas células inflamatérias séo
importantes nesta reaccgdo incluidas as células T, as células com
antigénios, as células B que produzem IgE, os baséfilos gue unem
a IgE e os eosindfilos. Estas células inflamatdrias acumulam-se
no lugar da inflamacdo alérgica e os produtos téxicos que estas
libertam contribuem & destruicdc das AEC e de outros tecidos

relacionados com estas doencas.

Nos Pedidos de Patente relacionados acima mencionadas, 05
titulares demonstraram gue a interleucina 9 (IL9), o seu
receptor e as actividades efectuadas pela ILY9 sac os objectivos
apropriados para a intervencidc terapfutica numa alergia atodpica,
asmz e doencas relacionadas. H& ja muito tempo que se considera

que a libertacdo de mediadores de mastécitos por alérgenc é a
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situagdo inicial critica da alergia. A ILY9 fol inicialmente

[N

identificada como um factor de crescimento de mastdcitos e fo
demonstrado gque a ILY9 favorece a expressdo das proteases dos
mastécitos incluindo MCP-1, MCP-2, MCP-4 (Eklund et al., 1993) e
granzima B (Louahed et al., 1995). Assim, parece que a IL9 tem
um papel importante na proliferacdo e diferenciacdo dos
mastdcitos. Além de que, a IL9 favorece a expressdo da cadela
alfa do receptor de IgE de alta afinidade (Dugas et al., 1993).
Além de que, estudos in vitro assim como in vivo tém mostrade
gque a IL9 potencia a libertacdo de IgE das células B iniciadas

(Petit-Frere et al., 1993).

Recentemente foi demonstrado que a IL9 estimula a sintese da
mucina e pode ainda determinar 50 a 60% da actividade
estimulante da mucina dos fluidos pulmonares nas doencas
alérgicas das vias respiratdérias (Longpre et al., 1999). Uma
sintese da mucina e uma super-producdo do muco exageradas se da
em ratos transgénicos que expressam IL9 quando comparados com
ratos que expressam a cepa do antecedente genético. A IL9
expressa especificamente os genes e proteinas MUCZ2 e MUCSHAC 1in
vitro e In vivo (Louahed et al., 2000). Além de que, o anticorpo
que neutraliza a IL9 inibe completamente a expressdo de mucinas
em resposta ao desafio do antigénio nos modelos dos animais com

asma (McLane et al., 2000)

Os actuails tratamentos da asma tém varias desvantagens. Os
principais agentes terapéuticos, agonistas beta-receptores,
reduzem transitoriamente o0s sintomas melhcorande a fungéao
pulmonar, mas ndo agem sobre a inflamagdo subjacente nem
suprimem a producdo de nmnucina. Além de que, a utilizacao
constante de agonistas beta-receptores precduzem uma
cessensibilizacdo, reduzindo a sua eficédcia e a sua seguranca
{(Molinoff et al., 1995). Os agentes uve podem diminuir a
inflamagdo subjacente, e deste modo reduzir a produgdo de

mucina, como por exemplo os esterdides anti-inflamatériocs, tém a



seu propria lista de desvantagens que varia desde a

imunossupressdo até a perda Ossea (Molinoff et al., 1995).

A Dbronquite crénica é outra forma de doenga pulmonar obstrutiva
crénica. Quase 5% dos adultos sofrem desta doenca pulmcnar. A
bronquite crénica é definida como a super-producdo crénica de
muco. Habitualmente a super-producdc de mucc estd associada a
inflamagdo das vias respiratérias condutoras. Os mediadores das
células inflamatérias incluindo os neutré6filos e macré6fagos
podem nesta doenga estar associados a um aumento da expressao
genética da mucina (Voynow et al., 1999; Borchers et al., 1999).
O aumento da produgdo de muco estd associado a obstrucdo das
vias respiratérias, que ¢ uma das caracteristicas principais

desta doeng¢a pulmonar.

O tratamento é largamente sintomitico e orientado para controlar
a 1infeccdo e impedir uma maior perda da funcdc pulmonar.
Pensamos que o0s descongestionantes, expectorantes e combinacées
destes agentes, que sdo muitas vezes utilizados para tratar os
sintomas da bronquite, ndo alteram a producdo da mucina. Os
mucoliticos podem estimular a depuracao mucociliar e
proporcionarem um alivio sintomdtico ao reduzir a viscosidade
e/ou a elasticidade das secrecées das vias respiratérias mas nao
inibem a sintese da mucina ou a super-producdc do muco.

(Takahashi et al., 1998)

A fibrose quistica (FQ) é ainda outra doenca que afecta os
pulmbes e estéd associada as secrecdes espessas que produzem a
obstrucdo das vias respiratérias e a colonizacic e infeccéo
posterior por microrganismos patogénicos inalados (Eng et al.,
1996). Os niveis de ADN aumentam significativamente nos pulmdes
com a fibrose quistica e podem aumentar a viscosidade do muco.
Ainda que a ADNsa recombinante em aerossol & 0til nestes
doentes, n&o hd nenhum tratamento eficaz para a super-producéoc
patoldégica do muco. Assim, na técnica hé uma necessidade

insatisfeita especifica de identificar agentes capazes de inibir
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a super-preodugdc de mucina pelas células epiteliais das vias
respiratédrias na fibrose quistica. Adicionalmente a obstrucio
das vias respiratérias provocada pelas secrecbes de mucina, os
doentes com fibrose quistica sofrem também de obstrugdo do muco
nos canais pancredticos que impedem a administracido de enzimas
digestivas ao tracto GI. O vresultado é a sindrome de ma
absorcdo, a esteatorreia e a diarreia.

Ainda que a super-producdc do muco é uma das caracteristicas que
distingue as diversas doencas pulmonares obstrutivas crénicas, a
técnica carece de qualguer método para bloquear a sintese ou
super-produ¢do de mucinas associadas a estas doengas pulmonares.
Portanto, na técnica ha uma necessidade especifica de inibir a
super-produgde de mucinas e dissolver as secregdes destes
doentes para facilitar a depuracidc mucociliar e preservar a

funcao pulmonar.

RESUMO DA INVENGAO

A presente invencd@o refere-se ac descobrimento de agentes que
inibem a sintese e a super-producdo de glicoproteinas mucinas e
4 utilizacdo destas moléculas no fabrico de um medicamento para
tratar a super-produc¢do patolégica do muco nas doengas

pulmonares obstrutivas crénicas e outras doengas.

Num aspecto, & presente inveng¢dc prové a utilizacdo de um
composte para ¢ fabrico de um medicamento para tratar um
individuo com uma doenca respiratdria caracterizada pela
producdc de mucina, compreendendo a administracdc ao individuo
de uma guantidade eficaz de uma composicdc gue compreende pelo
menos um composto de acordo com a reivindicacdo 1 gque reduz a
sintese ou os niveis da mucina nos pulmdes ou no tracte GI.
Nalgumas formas de realizacdo, a sintese da mucina pode ser
dependente do canal de cloreto. Nalgumas formas de realizagdoc, o
composto reduz a sintese da mucina nas células gus expressam um

canal de cloreto ICACC. As composigdes da presente invencdo
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compreendem talniflumato ou um seu sal aceite na Inddstria

farmacéutica.

Noutro aspecto da presente invencdo os compostos de acordo com a
reivindicacdo 1 que reduzem a sintese da mucina sdo também
inibidores da enzima ciclooxigenase. Numa forma mals preferida
de realizar a invencdo os compostos sdo inibidores especificos

da enzima ciclooxigenase 2.

Noutra forma de realizacéo, a presente invencdo prové
medicamentos para  tratar um individuc com uma doenca
respiratéria caracterizada pela producdo da mucina administrando
as composicées da invencdo por inalagdoc. Nalgumas formas de
realizacdo, a composicdo estéd em forma de liquido ou em forma de
pd. Nalgumas formas de realizacdo, a compcsigdo estéd em
aerosscl. Noutras formas de realizacdo, a composicdo ainda
compreende pelo menos um agente expectorante, anti-histaminico,
mucolitico, antibidtico ou descongestionante. Nalgumas formas de
realizacgdo, o expectorante é a guaifenesina. As composigdes da
invencdo pecdem ainda compreender pelo menos um  agente
estabilizante, um agente potenciador da absorcdo ou um agente
aromatizante. Nalgumas formas de realizagdo preferidas, o agente
estabilizante é o ciclodextrano e/ou o agente potenciador da

absorcdo é o guitosano.

Nalgumas  formas preferidas de realizar a invencdo, as
composicdes da presente invencdo podem ser utilizadas para
tratar uma doencga respiratéria seleccionada do seguinte grupc de
doencas: doenca pulmonar obstrutiva crénica (EPOC), doenca
pulmonar inflamatéria, fibrose quistica e de uma doenga
infecciosa aguda cu crénica. O tratamento de gqualguer uma destas
doencas pode ser efectuado com a administracdoc de uma ou mais
composicdes da invencdo por inalacdo. Nalgumas formas de
realizacdo, a composicdo é administrada via inalacdc aos

pulmdes. Nas fcrmas preferidas de rezlizar, a presente invencéo



prové materiais para tratar uma EPCC seleccionada do seguinte

grupo de doencas: enfisema, bronquite crénica e asma.

Noutra forma preferida de realizar a invencgdo, as composicgoes da
presente invengdc podem ser utilizadas para tratar as
complicacdes GI da fibrose quistica como por exemplo o sindrome
de mé& absorcdo, a esteatorreia e a diarreia. O tratamento desta
doenca pode ser por administracdo de uma ou mais das composigdes

da invencdo por via oral.

Noutra forma de realizacdo, a presente invengdo prové uma
composicdo terapéutica formulada para ser administrada por
inalacdo compreendendo uma quantidade eficaz para reduzir a
producdo ou os niveis da mucina ou de pelo menos um composto
seleccionado do grupo composto por talniflumato, e seus sais
aceltes na IndtGstria Farmacéutica. Nalgumas formas de
realizacdo, a composicdo estd em forma de liquido ou em forma de
pd. Nalgumas formas de realizacdo, a composicdo ainda compreende
pelo menos um agente expectorante, mucolitico, antibidtico,
anti-histaminico ou descongestionante. Nalgumas formas de

realizacdo, o expectorante é a guaifenesina.

Além de que os agentes anteriormente descritos, as composigbes
farmacéuticas da presente invengdo formuladas para a inalagédo
podem ainda compreender pelo menos um agente estabilizante, um
agente potenciador da absorgdo ou um agente aromatizante.
Nalgumas formas de realizagdc, o agente estabilizante & um
ciclodextrano e/ou o agente potenciador da absorgdo € ©

guitosano.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

2 figura 1 mostra o efeito do é&cidoc niflimico NFA (do inglés
niflumic acid) na preducdo da mucina. O inibider da NFA blogueia

a super-producdo da mucina in vitro.



A figura 2 mostra a capacidade do NFA e de varios compostos para
suprimir a super-producdoc da mucina por células Cacc? activadas.
Esta figura mostra a inibig¢do da producdc da mucina nas células

Caco2 activadas por fenamatos.

A figura 3 mostra que o tratamentoc da linha celular Caco?2
activado com NFA ndo afectou a sua viabilidade. Esta figura
mostra gque o NFA ndo afecta a preoliferagdo das células

epiteliais.

A figura 4 mostra a inibicdo da producaoc das células epiteliais
da quimiocina eotaxina. Esta figura mostra que o NFA bloqueia a

activagdo epitelial incluindo a produc¢do da guimiocina.

A figura 5 mostra que a administracZo intratraqueal do NFA
suprime a hipersensibilidade da via respiratéria induzida por
antigénics (Af + NFA) em comparacao com o tampdo de fosfato
salino (PBS). Esta figura mostra que o NFA bloqueia as respostas
ao antigénio epitelial incluindo a hipersensibilidade da via

respiratéria.

A figura 6 mostra os resultados da administracdo intratragqueal
do NFA. Esta figura mostra que o NFA reduz in vivo a eosinofilia
pulmonar induzida por antigénios Isto € observado comparando a
eosinofilia apés a activagio com Aspergillus na presenca do NFA
(Af + NFA) com a eosinofilia apés a activacdo em auséncia de NFA

com tampdo de fosfato salino (Af +PBS).

A figura 7 mostra os resultados da administracdo intratraqueal
do NFA em aumentos de muco induzidos por antigénios
{glicoconijugados de mucina) (Af + NFA) em comparacdo com tampdo
de fosfato (PBS). Esta figura mostra que o NFA Dblogueia a
expressac aumentada da mucina por antigénios nos pulmbes do rato

exposto.



A figura 8 mostra que o0s ratos transgénicos que expressam ILY
constitutivamente produzem excessivamente mucina nas vias
respiratérias em contraste com os ratos de controlo que

expressam EFVB.

A figura 9 mostra que a super-producdo constitutiva da mucina no
pulmdo dos ratos transgénicos que expressam IL9 estd associada a
expressdo especifica das transcricdes estaciondrias MUC2 e
MUCSAC em comparag¢dc com os ratos que expressam a cepa do
antecedente genético (FVB/NJ). Esta fiqura mostra gque os genes
especificos da mucina sdc expressos nos pulmdes dos ratos

transgénicos que expressam IL-0.

A figura 10 mostra o efeito do anticorpo anti-IL-9 na producdo
excessiva de mucina no pulmdo dos ratos expostos a antigénios.
Esta figura mostra que a neutralizacdo do anticorpo IL-9 impede

a producdo excessiva da mucina nos ratos expostos z antigénios.

A figura 11 mostra uma foérmula genérica para andlogos do &cido

fenilantranilico que blogueiam a producdo de mucina em que:

X; a Xg¢ = cada um independentemente dos outros pode ser C, S, 0 cu

N,
R, a Ry, = cada um independentemente dos outros pode ser
hidrogénio, alquilo, arilo, alquilo substituido, arilo

substituido, halogéneo, alguilo substituido por halogéneo, arilo
substituido por halogéneo, algquilo ou arilo formande um anel,
alquile ou arilc substituldo formande um anel, hidréxilo, éter
de alguilo ou arilo, amina, amina de alquilo ou arilc, éster de
alquilo ou arilo, sulfonamida de alquilo ou arile, tiol, tioéter

de alquilo ou arilo, sulfona de alquilo ou arile, sulfdxido ou

sulfonamida de alguilo ou arilo,

10



Y= carboxilato, «carboxilato de alquile, sulfato, sulfonato,
fosfato, fosfonato, amidas de &cidos carboxilicos, ésteres de
dcidos carboxilicos, amidas de 4&cidos fosféricos, ésteres de
acidos fosféricos, amidas de &cidos sulfdnicos, ésteres de
acidos sulfénicos, amidas de acidos fosféniceos, ésteres de
4dcidos fosfénicos, sulfonamida, fosfonamida, tetrazol, é&cido

hidroxdmico ¢ outro iséstero acido,

7Z =0, NRy; , S, CRy Ry, sulfdxido ou sulfona,

m= 0 ou 1,

=i
il
.
o}
o
3]

A figura 12 mostra a expressdo da mucina induzida por hICACC-1

nas células NC1-H2¢2.

A figura 13 mostra a produgdo excessiva de muco nas células NCl-

H292 de super=-expressas de hICACC-1.

A figura 14 mostra a inibicdo da produgdo de mucina por

talniflumato.

As figuras 15 A e 15B mostram a inibicdo da producidc excessiva
de mucina nos ratos pela a administracdc oral de talniflumato. A
figura 15A mostra uma seccdo de pulmdc (corada com H&E) de um
rato sensibkilizado ac Aspergillus fumigatus e ¢ qual tinha
acesso regular & comida para ratos mcuse chow. A figura 15B
mostra uma secgdc de pulmdo (corada com H&E) de um rato
sensibilizadc com Aspergillus fumigatus e o qual tinha acesso a

comida para ratos mouse chow que continha talniflumato.

B figura 16 mostra a inibicdo da eosinofilia pulmonar nos ratos
por administracdc oral de talniflumato. Esta figura mostra

BHR373: o efeito da comida ©para vratos mouse chow com
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talniflumato na lavagem broncoalveolar LBA de ratos machos

B6D2F1/J sensibilizades com Aspergillus fumigatus.

A figura 17 mostra a inibicdo da secrecdo MUCS5A/C por Nimesulida

(referéncia).

A figura 18 mostra a inibicdc da secrecidc MUCS5A/C por MSI-2079

(referéncia).

A figura 19 mostra a estrutura de MSI-2079 (referéncia).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo é, em parte, derivada da descoberta de que a
produgdo excessiva do muco resultante da activacdo das células
epiteliais ndo ciliadas do pulmdo € provocada pela inducdo de
genes da mucina incluindo MUC2 e MUCS5AC. Assim, um aspecto da
invengdo é a inibicdo da activagio das células epiteliais. Esta
inibigdo da activacdo das AEC reduz a producdo da quimiocina, a

sensibilidade bronguial e a expressio genética da mucina.

Agentes que Reduzem a Sintese ou Niveis da mucina

Como o descrito na presente invencdo, as formulacgdes e
composicdes da invencdo incluem agentes gue reduzem a sintese ou
niveis de mucina, ou reduzem de alguma forma a produgao
excessiva de mucina. Como é utilizada neste caso, "reduzir" é
definido come uma redugdo no nivel, activagdo, funcdo,
estabilidade, ou sintese da mucina. Os agentes preferidos
reduzem o nivel dependente do canal de cloreto, activacdo,
fungdo, estabilidade, ou sintese da mucina. Como é utilizado
agul, "canal de cloretc" refere-se, mas sem se limitar ac canal
de cloreto ICRCC e os canale relacionados como os referidos no

Pedido de Patente WO 89/44620.



A molécula que reduz a sintese ou nivels de mucina é o

talniflumato.

Utilizag¢do de Agentes gue Modulam a Producdo de Mucina

Como ¢ provido nos exemplos, os agentes que modulam, diminuem ou
reduzem a expressdo da mucina podem ser utilizados para modular
processos patolégicos e bilolégicos associados a producdo da

mucina.

Os Titulares tém observado que a ILS induz selectivamente a
expressdo dos produtos genéticos da mucina. Assim, o efeito
pleiotrépico da ILS, que é importante para um numero de
respostas induzidas por antigénios, depende em parte, da
expressdo da mucina nas AEC. Quando as funcgdes da IL9 sdo
reduzidas por um tratamento de anticorpos neutralizantes, os
animais podem ser completamente protegidos das respostas
induzidas por antigénios no pulmdc. Estas respostas incluem:
hipersensibilidade bronquial, eosinofilia e contagens elevadas
de células na lavagem bronquial, IgE elevado nc soro, alteracdes
histoldgicas no pulmido associadas a inflamagZo, e hiperplasia
das células caliciformes e das células da glandula submucosa
associada a produgdo excessiva de muco. A reducdc das respostas
por IL9 e do tipo asmdtico estd associada a expressdo reduzida
da mucina (figura 10). Assim, o fabrico de um medicamento para o
tratamento destas respostas, que provocam a patogénese da asma e
que caracteriza a inflamacdo alérgica associada a esta
perturbag¢do, gque reduza a producdc da mucina, estd dentro do

ambitc desta invencéio.

A anédlise  histoldgica das vias respiratdérias dos ratos
transgénicos que expressam IL9 tem mostrado a producidc excessiva
da mucina nas células epitelials ndoc ciliadas (Temann et al.,
1998; Louahed et al., 2000). A inducdo da mucina no pulmic do
rato transgénico que expressa IL9 sugere que a ILY promove a

produgdo do muco através destas células (ver figura 8). As
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células CacoZ activadas que expressam o ARNm de MUCLl, MUC2,
MUC3, MUC4, MUCSB e MUCHAC foram produzidas e utilizadas para
testar os inibidores da producdo de mucina. Estas células podem
ser coradas para detectar a mucina utilizando um corante de
dcido periédico com reactivo de Schiff (PAS). Como o mostrado na
figura 1A, as células CacoZ activadas n&o tratadas coram
intensamente para os glicoconjugados positivos de mucina com
PAS. As células de controlo e activadas foram cultivadas na
presenga de acido niflamico (NFA) ou acido 4,4'-
diisotiocianostilbeno-2,2'-dissulfénico (DIDS). A coloracdc com
PAS das <células activadas tratadas com inibidor revelou
significativamente menos glicoconjugados com uma coloracéo

positiva quando comparadas com as células nfoc tratadas (figura

1D em comparac¢dc com a figura 1B).

Apesar de que tenha sido identificado um potencial terapéutico
para a reducdo da mucina na asma, os Titulares também
reconheceram um potencial terapéutico para a redugdo da mucina
na fibrose quistica. Os doentes com fibrose quistica estéo
impedidos por uma doenca pulmonar caracterizada por secrecdes
espessas gue causam a obstrucdo das vias respiratérias e a
colonizagdo e infecgdo posterior por microrganismos patogénicos
inalados (Eng et al., 1996). Consequentemente os Titulares
provéem um medicamento para tratar a fibrose gquistica reduzindo
a producgdo de mucina no pulmdo. A produgdo excessiva de mucina
na fibrose quistica também estd presente nos canais pancredticos
gque subministram enzimas digestivas ao tracto GI produzindo
sindrome de mé absorcio, esteatcrreia e diarreia.
Consequentemente c¢s Titulares também provéem um medicamento para
tratar a fibrose gquistica reduzindo a producdc de mucina no

pancreas.

Os Titulares também identificaram um potencial terapéutico para
a reducdc da mnucina na brongquite crénica e no eniisema. Us
doentes com bronguite crénica e enfisema estdc impedidos por uma

doenga pulmonar caracterizada por secregbes espessas que
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provocam a obstrucdc das vias respiratdrias e a colonizagdo e a
infeccdo postericor por microrganismos patogénicos inalados (Eng
et al., 1996). Consequentemente os Titulares provéem um
medicamento para tratar a Dbronquite crénica e o enfisema

reduzindo a producdoc de mucina no pulmio.

Como agui utilizado, um individuo pode ser gualquer mamifero, na
medida em que o mamifero necessite a modulacdoc de um processo
patolégico ou biolégico mediado pela produgcdo de mucina. A
designacdo "mamifero" significa um individuc que pertence a
categoria dos Mamiferos. A invengdo ¢é particularmente util no

tratamento de individuos humanos.

Os processos patoldgicos referem-se a uma categoria de processos
bioldégicos que produzem um efeito deletério. Por exemplo, a
producdc excessiva de mucina da invencdo pode estar associada a
uma doenca respiratédria, incluindo uma doen¢a  pulmonar
obstrutiva crénica (EPOC), doenga pulmonar inflamatédria, fibrose
quistica e doenca infecciosa aguda ou crénica. As EPOC incluem
bronquite, asma e enfisema. A producdo excessiva de mucina pode
estar também associada a doencas GI como por exemplo a sindrome
de ma absorcdo, esteatorreia e diarreia que estd3c presentes na

fibrose gquistica.

Como ¢é utilizado na presente invencdo, diz-se que um agente
modula um processo patoldégico quando ¢ agente reduz © grau ou
gravidade do processo. Por exemplo, a obstrucdo das vias
respiratoéorias pode ser evitada ou a progressdo da doenca
modulada pela administragdo de agentes que reduzam ou modulem de
alguma forma a sintese, nivels e/ou a producdo excessiva de

mucina.

Composigbes Terapéuticas
Os agentes da presente invencdo podem ser providos sozinhos ou
em combinacdc com outrcs agentes que modulem um processo

patolégico particular. Por exemplo, um agente da presente

w
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invengdo pode ser administrado em combinagdo com agentes
antiasmaticos. Noutra forma de realizagdoc, um agente pode ser
administrado em combinagdoc com expectorantes, mucoliticos,
antibidticos, anti-histaminicos ou descongestionantes. Ainda
noutra forma de realizacdo, um agente pode ser administrado com
um agente tensioactivo, um agente estabilizante, um agente
potenciador da absorcdo, um agonista de um adrencorreceptor beta
ou de um receptor de purina ou um aromatizante ou outro agente
que melhore o sabor das composigfes. Comc exemplo, as
composigdes da invencdo podem adicionalmente conter um agente
activo, um expectorante como por exemplo a guaifenesina, um
agente estabilizante como por exemplo a ciclodextrina e/ou um
agente potenciador da absorcdo como por exemplo o guitosano.
Qualquer um destes agentes pode ser utilizado nas composic¢des da

invencéao.

Como é utilizado na presente invencdo, diz-se que dois ou mais
agentes sdo administrados em combinacdc gquando os agentes sdo
simultaneamente administrados ou sdo administrados
independentemente de maneira a que o8 agentes ajam ao mesmo

tempo.

Os agentes da presente invencdo podem ser administrados via
parenteral, subcuténea, intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, transdérmica, tépica ou oral. De forma
alternativa, ou simultaneamente, a administracdc pode ser por
via oral ou nasal ou directamente nos pulmdes. Numa forma de
realizacdo preferida, os compostos desta invencdo podem ser
administrados por inalacdo. Para o tratamento por inalagdo o
composto pode estar numa solucdo util para a administragdoc por
aercssol liquido, inaladores dosificadores, ou numa forma
adequada para um inalador de pé seco. A dose administrada
dependerd da idade, satde, e peso dc receptor, e se existe algum
com o tipo de tratamento coexistente, frequéncia de tratamento e

a natureza do efeito desejado.
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Nalgumas formas de rezlizagdo preferidas, os agentes da presente
invencgdo podem ser formulados como aerosséis. A formulacdo de
aerossdls  farmacéuticos é uma rotina para os técnicos
especializados, ver por exemplc, Sciarra, J. in Remington: The
Science and Practice of Pharmacy 19" Edition, Chapter 95, Mack
Publishing Company, Easton, PA. 0Os agentes podem ser formulados
como aerossdis de solugcdo, de dispersdc ou aercsséis de
suspensdo de pd seco, emulsdes ou preparacdes semi-sélidas. ©
aerossol pode ser subministrado utilizande qualquer sistema
propulsor conhecido dos técnicos especializados. Os aerossdis
podem ser aplicados ao tracto respiratédrio superior, por exemplo
por inalacdo nasal, ou ao tracto respiratédrio inferior ou aos

dois.

Os compostos utilizados nos medicamentos desta inven¢do podem
ser administrados sistémica ou topicamente, dependendo de
consideragdes como por exemplo a situagdo a ser tratada, a
necessidade de tratamento num sitio especifico, quantidade de

medicamento a ser administrado e consideragdes idénticas.

Qualquer formacac toépica comum pode sSer empregue Ccome PpPor
exemplo uma solucgdo, uma suspensio, um gel, uma pomada ou um
badlsamo. A preparacdo destas formulacdes tdpicas estdo descritas
e exemplificadas na técnica de formulacdes farmacéuticas, por
exemplo, em Remington's Pharmaceutical Sciences. Para a
aplicagdo tépica, estes compostos poderdo também ser
administrados como um pd ou pulverizacdo, particularmente em
forma de aerossol. O ingrediente activo pode ser administrado
nas composigdes farmacéuticas adaptadas a administracdo
sistémica. Como € sabido, se um medicamentc tem de ser
administradc sistemicamente, este pode ser preparadc como um pd,
pilula, pastilha ou comoc um xarope ou elixir para a
administracgio cral. Para a administracdo intravenosa,
intraperitoneal ou intralesiconal, o composto serd preparado Como
uma solug&o ou suspensdc gue possa ser administrado por

injeccdo. Nalguns casos, pode ser Gtil formular estes compostos
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em forma de supositério ou como uma formulacdo de libertacédo
prolongada para depositar debaixo da pele ou com injeccao

intramuscular.

D~

Uma quantidade eficaz de uma composicdo ou agente nele contido

88}

aquela quantidade que reduzird, diminuird ou reduziré
activacdo, funcdo, estabilidade ou sintese da mucina. As
composicdes ou agentes preferidos, reduzem, diminuem ou descenr a
activac8o, funcdo, estabilidade, ocu sintese da mucinra dependente
do canal de cloreto, incluindo a activacdo, a fungdo, a
estabilidade, ou a sintese da mucina dependente do canal de
cloreto ICACC. Uma quantidade eficaz dada variaré com cada
situacdo e nalguns casos pode variar com a severidade da doencga
a ser tratada e com a sensibilidade do doente ao tratamento.
Consequentemente, uma quantidade eficaz dada sera melhor
determinada no momentc e lugar através da experimentacdo de
rotina. No entanto, antecipamocs que nc tratamento de doencas
pulmonares obstrutivas crénicas de acordo com a presente
invencdo, a formulacdo contém entre 0,001 e 5 por cento em peso,
preferencialmente 0,01 a 1%, habitualmente constituira uma
quantidade terapeuticamente eficaz. Quando ¢é administrado
sistemicamente, uma quantidade entre 0,01 e 100 mg por kg de
massa corporal ao dia, ainda gque preferencialmente de 0,1 a 10
mg/kg/dia, na maioria dos «casos produzira um resultado

terapéutico.

Quando ¢ administrada por inalacdc, uma quantidade entre 0,01 e
100 mg por kg de massa corporal ao dia, ainda que
preferencialmente de 0,10 a 10 mg/kg/dia, na maioria dos casos
produzird um resultado terapéutico. Nalguns casos, uma unidade

de azerocssol dosificada contém 0,8 mg de tainiflumato. Nesta

(M

formulacao, a dose de  manutencdc para um adulto
aproximadamente de 2 inalacgdes (1,6 mg) duas vezes ao dia (3,2

mng; .



A invencgéo inclui também  composicgdes farmacéuticas que
compreendem os compostos da invengdo juntamente com um suporte
aceite na Indastria Farmacéutica. Os suportes aceites na
Indistria Farmacéutica podem ser liquidos estéreis, como por
exemplo &gua e Oleos, incluindo os de origem petrolifers,
animal, vegetal ou sintético, como por exemple o Olec de
amendoim, o 6élec de soja, o Oleo mineral, o 06leo de sésamo e
outros. A 4&gua é um suporte preferido guando a composigédo
farmacéutica é administrada por via intravencsa ou por inalacgdo.
Também pode ser empregue uma solucdo salina ou um tampdo de
fosfato salino como suportes, particularmente para a inalacéo
por aerossdis. Podem também ser empreqgues solucdes salinas com
lactato e solugdes de dextrose aguosa e de glicerina como
suportes liquidos, particularmente para solug¢des injectdveis. Os
suportes farmacéuticos adequados estdo descritos em Remington's

Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, 1995.

Além do agente farmacologicamente activo, as composic¢des da
presente invencdo podem conter suportes adequados aceites na
Indistria Farmacéutica compreendendo excipientes e auxiliares
gue facilitem o ©processamento dos compostos activos nas
preparacdes que possam ser farmaceuticamente utilizadas para
administrar no lugar de accldo. As formulag¢des adequadas para a
administragéo parenteral incluem sclugles aquosas dos compostos
activos na forma hidrossoluvel, por exemplo, sais
hidrossoliveis. Além de que, podem ser administradas suspensdes
dos compostos activos como suspensdes de injeccdo de &leo
apropriadas. Os solventes ou veiculos lipcfilicos adequadcs
incluem &leos gordos, por exsmplo, 6lec de sésamo, ou ésteres de
dcide gordo sintético, por exemplo, oleatc de etilo ou
triglicirideos. As suspensfes agquosas para injeccdo podem conter
substéncias gue aumentem a viscosidade da suspensdc incluindo,
por exemplo, carboximetilcelulose de sdédio, sorbitel e/ou
dextrano. Opcicnalmente, a suspensdo pode conter também

estabilizadores como o acima descrito. Também podem ser



utilizadas lipossomas para encapsular o agente a subministrar na

célula.

A formulacdo farmacéutica para a administracdo sistémica de
acordo com a invencdo pode ser formulada para a acdministracgédo
entérica, parenteral ou tépica. De facto, estes trés tipos de
formulacdes podem ser utilizadas simultaneamente para obter a

administracdo sistémica da substéncia activa.

As formulagbes adequadas para a administracdo oral incluem
cépsulas de gelatina duras ou moles, pilulas, comprimidos,
incluindo comprimidos revestidos, elixires, suspensdes, xaropes
ou inalacbes e formas de libertacdo controlada das mesmas. AS
formulacdes adequadas para a inalagdc oral ou para a inalagdo
nasal incluem solugdes aguosas com ou sem excipientes bem

conhecidas na técnica.

Colocando em pratica a presente invencdo esta pode empregar os
termos e as técnicas habitualis de Dbiologia molecular,
farmacologia, imunologia e bioguimica geralmente conhecidos dos
técnicos especializados. Ver por exemplo, Sambrook et al.,
Molecular Cleoning: A Laboratory Manual; 2Znd edition, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1985.

Sem mais descricdo, pensamos gue um técnico especializado,
utilizando a descricio anterior e o©0s seguintes exemplos
ilustrativos, pode fazer e utilizar os compostos da presente
invencdo e pbr em pratica os métodoes reivindicados.
Consequentemente, o©s seguintes exemplos de trabalho salientam
especificamente formas preferidas de realizar a presente

invencéo.

Exemplos

Exemplo 1: o NFA inibe a produgdo de mucina por células CacoZ

activadas para 2 produ¢do excessiva de mucina
~
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Foram produzidas e utilizadas células Caco2 activadas que
expressam o ARNm de MUC1l, MUC2, MUC3, MUC4, MUCSB e MUCSAC para
testar os inibidores da producédc de mucina. Estas células podem
ser coradas para detectar a mucina utilizando corante de acido
peridédico com reactivo de Schiff (PAS). Como o mostrado na
figura 1, ainda que as células de controlo CacoZ mostraram uma
coloragcdo com PAS basal com umas pequenas vesiculas de
glicoconjugados dispersas (painel A), a activacdo das células
Caco2 aumentou espectacularmente o numero e intensidade de
glicoconjugados de mucina positivos de PAS (painel B). As
células Caco2?2 activadas foram cultivadas na presenca de acido
niflimico (NFA) ou acido 4,4'-diisotiocianostilbeno-2,2"~
dissulfénico (DIDS). Nas concentragdes indicadas (100 pM para

NFA e 300 puM para DIDS), a coloragdo com PAS das células Caco2
activadas tratadas com um inibidor revelou significativamente
menos glicoconjugados de mucina com coloracdo positiva em
comparacdo ccm as células ndo tratadas (figura 1D em comparacgao
com a figura 1RBR). Além de que, a ligeira coloracdo observada nas
células do controlo foi também inibida (figura 1C em comparagao
com a figura 1A). A producdo de mucina por células Caco?Z
activadas poderdo também ser inibidas por outros fenamatos como
por exemplo o) flufenamato (FFA), tolfenamato (TFLA) e
parcialmente por mefenamato (MFAR) e meclofenamato (MLFA) (figura
2). Os compostos relacionados Naproxen (MMNA) e Sulindac foram
ineficazes. Esta menor producdo de mucina nas células tratadas
com NFA ndo foil devido as alteracdes espectaculares da condigédo
fisiolégica das células, dado que a sua viabilidade ndo foi
afectada com concentracdes ainda mais elevadas de NFA (figura
3). Considerandc no seu conjunto, os resultados sdo consistentes
com aqueles medicamentos que inibem a activagdo epitelial. Além
de que, os resultados demonstram claramente um efeito directo do
NFA e seus analogos (derivades do 4cide fenilantranilico

mostrados na figura 11), DIDS, e SIDS na producdo excessiva de
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muco, gue €& uma caracteristica identificativa de diversas

doencas pulmonares obstrutivas crénicas.

Exemplo 2: o NFA inibe a produ¢do de eotaxina por células Caco?2

activadas para a produg¢do excessiva de mucina

Foram produzidas e utilizadas células LHL4 activadas que
expressam e segregam eotaxina para testar os inibidores da
produgdo de eotaxina. A eotaxina das células fol ensaiada in
vitro por uma técnica ELISA bem conhecida na técnica (R&D
Systems). Como o mostrado na figura 4, as células LHL4 activadas
foram cultivadas em auséncia {(controlo) ou presenca de
concentragbes cada vez maiores de Aacido niflimico (NFA). Foi
observada uma inibicdo significativa da producdo de eotaxina com
concentracdes cada vez maiores de NFA. Fol observada uma
inibig&c similar com DIDS e SIDS numa experiéncia idéntica. As
células Mad/C3 mostram uma inibicdo similar da produgac de
eotaxina por NFA, DIDS, e SIDS. Considerando no seu conjunto,
estes resultados demonstram claramente um efeito directo do NFA

na producio da eotaxina.

Exemplo 3: Inibi¢do da produgdo excessiva de mucina nos modelos

de murinos da asma por NFA

Foram adquiridos ao Instituto Oncoldégico Nacional ou aos
Laboratdérios Jackson (Bar Harbor ME) ratos machos e fémeas
certificados como indemnes de virus das seguintes cepas, DBA,
C57B6 e B6D2Fl. Os ratos transgénicos IL-2 (Tg>) e da cepa de
origem (FVB), foram obtidos no Instituto Ludwlg (Bruxelas,
Bélgica). Os animais foram aloijados numa instalacdo de ar
passado por um filtro absolutc e foi-lhes deixado livre acesso a
comida e & é&gua durante 3 a 7 dias antes da manipulacgéo
experimental. As instala¢les dos animais foram mantidas a 22C e
o ciclo de claridade:escuridido fol automaticamente controlado

{10:14 horas claridade:escuridéao).



Fenotipadc e eficdcia do tratamento prévio

Os eanimais o©u ndo receberam tratamento preéevio ou foram
sensibilizados per aspiracdo nasal ao antigénio de Aspergillus
fumigatus para avaliar o efeito doc tratamento prévio na
hipersensibilidade bronquial, composicdo do fluido de lavagem
broncoalveolar, producdc de mucina e IgE no soro. Foi efectuado
um teste de estimulacdo aocs ratos com Aspergillus ou solugéo
salina por via intranasal (nos dias 0, 7, 14, 21 e 22) e foram
fenotipados 24 horas depois da Gltima dose. Os ratos
sensibilizados foram tratadeos nos dias 0 a 21 com PBS assim como
com 100 ug de NFA por instilagdo intratraqueal (IT). A inibicgdo
da produgdo de muco e a expressdo da mucina no pulmdo foi
utilizada para avaliar o efeito do tratamento com NFA, ou poderé
ser utilizado para avaliar os efeitos de outros candidatos do
medicamento. Para determinar a resposta broncoconstrictora, a
pressdo do sistema respiratério na traqueia fol medida e foi
registada antes e durante a exposigdo ao medicamento. Os ratos
foram anestesiados e instrumentados como o previamente descrito.
(Levitt et al., 1988; Levitt & Mitzner, 1989; Kleeberger et al.,
1990; Levitt, 1991; Levitt & Ewart; 1995; Ewart et al., 1995). A
sensibilidade da via respiratéria foi medida em relacdo a um ou
mais do sequinte: 5-hidroxitriptamina, acetilcolina, atracurio
ou um anédlogo da substdncia P. Fol utilizada uma medida simples
e repetitiva da mudanca no valor méximo da pressdo inspiratoéria
sequida do teste de estimulacdo Dbroncoconstrictora gque foil
denominade Indice do Tempo de Pressdo das Vias respiratérias
(RPTI) (Levitt et al., 1988; Levitt & Mitzner, 1989). O APTI foi
avaliado pela mudanca no valor méximo da pressdo respiratédria
integrada desde o tempo da injecgdo até que o valor maximo da
pressdc regresse a linha base ou patamar. O APTI foi comparavel
4 resisténcia da via respiratéria, no entanto, o APTI inclui um
componente adicional relacionado com  a recuperacdo da

broncoconstricéo.
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Antes do sacrificio, recolheu-se o sangue inteiro dos animais
anestesiados para as medicdes do IgE no soro por puncido com uma
agulha pela vela cave inferior. As amostras foram centrifugadas
para separar as ceélulas e o soro foli recolhido e utilizado para
medir os niveis de IgE totals. As amostras que nado foram

imediatamente medidas foram congeladas a -20°C.

Todas as amostras de sorc IgE foram medidas usande um ensaio
ELISA sanduiche para detectar os anticorpos. As placas de
microtitulacdo foram revestidas com 50 pl por poco, com
anticorpo IgE anti-murina de rato (Southern Biotechnology) a uma
concentragdo de 2,5 pupg/ml num tampdc de revestimento de
carboneto de sédio-bicarbonato de sédio com azida de sdédio. As
placas foram cobertas com um revestimento pléstico e incubaram
durante 16 horas a 4°C. As placas fcram lavadas trés vezes com
um tampao de lavagem de 0,05% Tween-20 num tampdo de fosfato
salino, incubando durante cinco minutos para cada lavagem. O
bloqueio de sitios de ligagdo ndo especificos fol realizado
adicionando 200 pl por poco de albumina de soro bovino a 5% no
tampdo de fosfato salino, cobrindo com um revestimento pléstico
e lncubando durante 2 horas a 37°C. Depois de lavar trés vezes
com tampdc de lavagem, a cada pogo foram adicionadas amostras de
ensaio de 50 pl duplicadas. As amostras de ensaio foram
avaliadas depois de terem sido diluidas 1:10,1:50 e 1:100 com
albumina de soro Dbovino a 5% no tampdac de lavagem.
Adicicnalmente as amcstras de ensaio, um conjunto de standards
de IgE (PharMingen) foi avaliado a concentracdes de 0,8 ng/ml a
200 ng/ml em albumina de sorc bovino a 5% em tampdo de lavagen,
para gerar uma curva standard. Uma placa virgem sem amcstra ou
standard foi wutilizada para pdr a zerc o leitor de placas
(fundo). Depois de adicionar as mostras e os standards a placa
foi coberta com um revestimento plésticc e incubada durante 2
horas & temperatura ambiente. Depols de lavar trés vezes com um
tampdo de lavagem, foi adicionado 50 pl de um conjugado de
peroxidase para marcar & IgE por peroxidase de rébanc silvestre
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do anticorpo secundario anti-murina a uma concentracdo de 250
ng/ml em albumina de soro bovino a 5% em tampdo de lavagem. A
placa fol coberta com um revestimento plastico e incubado 2
horas & temperatura ambiente. Depois de lavar trés vezes com o
tampdo de lavagem, 100 pul de substrato 0,5 mg/ml de o-
fenilenodiamina foi adicionado em 0,1 M de tampdc de citrato a
cada poco. Depols de 5 a 10 minutos a reacgdo foli detida com 50
pl de 4cido sulfdrico a 12,5% e a absorbencia fol medida a 490
nm num leitor de placas MR5000 (Dynatech). Uma curva standard
das concentracdes de IgE foi construida com a concentracdo de
antigénios no eixo X (escala log) e absorbencia no eixo Y
(escala linear). A concentragdo de IgE nas amostras foil

interpolada da curva standard.

Foli realizada uma lavagem broncoalveolar (LBA} e uma anadlise
celular como ¢ anteriormente descrito (Kleeberger et al., 1990).
A histologia pulmonar foi realizada depoils de os pulmbes terem
sido cheios com fixador in situ e colocados em formaldeido, ou
depois de o0s ter extraido e <congelado imediatamente em
nitrogénio liquido. Dado que a instrumentacdo anterior pode
induzir a erros, animais separados ser&o utilizados para estes
estudos. Assim, um pequeno grupo de animais fol tratado em
paralelo exactamente da mesma forma que 0 grupo que recebeu
vérios tratamentos prévios excepto que estes animais ndo foram
utilizados para outros ensaios além do ensaioc a sensibilidade
bronguial. Depois de ensaiar a sensibilidade bronquial, os
pulmdes foram extraidos e foram submergidos em nitrogénio
liquido como o acima indicado. O crio-seccionamento, a coloragéo
e o exame histoldgico foram realizados de uma maneira ¢&bvia para

0s técnicos especializados.

O NFA foi utilizado terapeuticamente, que blogueia a activagéo
dag células epiteliais e reduz a producdc de mucina e eotaxina
in vitro, para avalliar a importéncia da activacdo das células

epiteliais in wvivo na produgido de mucina induzida por
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antigénios, sensibilidade bronquial, IgE em soro e inflamacdo da
via respiratéria como ¢ avaliado por LBA em ratos. Foram
determinados os efeitos do tratamento com NFA na sensibilidade
da via respiratéria, LBA, producac de muco, e niveis de IgE em
soro relative aos controlos correspondentes tratados com
veiculc. As figuras 5 e 6 mostram gue o NFA é capaz de suprimir
a hipersensibilidade da via respiratéria e a eosinofilia
pulmonar por LBA respectivamente, no entanto, nac foil produzido
nenhum efeito nos niveis de IgE em soro. Além de que o NFA
poderd suprimir também a producgado excessiva de muco no pulmao

provocado pela exposigdo a antigénios (figura 7).

Exemplo 4: a activacdo epitelial por IL9 num rato transgénico
produz a produgdo excessiva de muco e a expressdo genética da

mucina. Um modelc para a selec¢gdo do medicamento.

Nos nossos laboratérios foram criados ratos transgénicos IL9
machos e fémeas certificados como indemnes de virus (IL9TGS-
FVB/N) de 5 a 6 semanas de idade. Os ratos machos e fémeas FVB/N
de 5 a 6 semanas de idade foram adquiridos aos Laboratérios
Jackson (Bar Harbor ME). 0s animais forma alojadocs numa
instalacdo de ar passado por um filtro absoluto e foi-lhes
deixade livre acesso a comida e & agua durante 3 a 7 dias antes
da manipulacdo experimental. As instala¢des dos animais foram
mantidas a 22°C e o ciclo de claridade:escuriddo fol

automaticamente controlado (10:14 horas claridade:escuridio).

Fenotipado e eficdcia do tratamento.

Os animais foram fenotipados antes de receber algum ou 24 horas
depois de receber um pseudotratamento (veiculc) intratraqueal
(IT), ou medicamentos no mesmoc veiculo como o gque foi utilizado
nos controlos tratados identicamente. Cs ratos foram tratados IT
uma vez ao dia durante trés dias. O NFA (100 pg) ou anticorpo

para IL-9 foram administrados em PB3 IT. As respostas ao
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tratamento foram medidas avaliando a inibigdoc da mucina por
exame histeoldgico (Coloracdo de PAS superior a 10 secgbes dos
pulmdes tratadas e do controlo ou transferéncias proteicas
Western de expressdo de MUCLl, MUC2 e MUC3 dos mesmos pulmbes. A
figura 8 mostra gue os ratos transgénicos IL-9 constitutivamente
produzem de maneira excessiva mucina em comparacdo com 05 ratos
FVB de contrclc. Uma reducidoc dos altos niveis de produgio de
mucina constitutiva gque se d& no transgénico IL9 asmético
(figura 8) (controlo com veiculc e simpes) a niveis comparaveis
a producdc de mucina de linha base mals baixa encontrada nos
pulmdes FVB/N (controlo positive normal) <foi considerado
significativo para qualquer medicamento. A expressdo da producdo
de muco no transgénico ILY9 estd especificamente associado a uns
maiores nivels de ARNm estdveis de MUCZ e MUCSAC como foi
demonstrado pela reacc¢do em cadeia da polimerase com transcrigdo

reversa RT-PCR (figura 9).

Foi mostrade gque © anticorpo I1L-9 de neutralizacgioc produz uma
reducdo significativa da produgdoc de mucina nos pulmdes de
transgénicos IL9 (figura 10). O NFA também diminuiu a produgdo

de mucina neste modelo.

Exemplo 5: Inibigdo da produgdo excessiva de mucina nos modelos

murinos de asma por talniflumato.

Os ratos machos certificados indemnes de virus B6D2F1 de 5 a 6
semanas de idade foram adguiridos nos Laboratdrios Jackson (Bar
Harbor ME). Os animais foram alojados em instalagCes com ar
passado por um filtro absoluto e foi-lhes deixado livre acesso a
comida & & agua 5 a 7 dias antes da manipulagio experimental. As
instalacées dos animais foram mantidas a 22°C e o ciclo de
claridade:escuridédo foi automaticamente controlade (12:12 horas

de claridade:esscuridéoc).

Fenotipado e eficdcia do tratamento



Os animais foram alimentados ad libitum com comida para ratos
mouse chow contendo talniflumato ou com comida para rates mouse
chow normal. Os animais receberam cu ndo tratamento prévio ou
foram sensibilizados por aspiragdc nasal de antigénio de
Aspergillus fumigatus para avaliar o efeitc do pré-tratamento na
hipersensibilidade bronguial, composigdo do fluido de lavagem
broncoalveolar, producdoc de mucina e IgE em scoro. Aos ratos com
Aspergillus foi-lhes feito um teste de estimulacdo (nos dias 0,
7,16 e 17) e foram fenotipados 24 horas apds ultima dose. Foi
utilizada a inibicdo da producdc de muco no pulmdo para avaliar
o efeito do tratamento com talniflumato, ou poderd ser utilizada
para avaliar os efeitos do tratamento com outros candidatos do
medicamento. Para determinar a resposta broncoconstrictora, a
pressdo do sistema respiratdédrio na traquela fol medida e foi
registada antes e durante a exposigcdo ao medicamento. Os ratos
foram anestesiados e instrumentados como © anteriormente
descrito. (Levitt et al., 1988; Levitt & Mitzner, 1989;
Kleeberger et al., 1990; Levitt, 1991; Levitt & Ewart, 1995;
Ewart et al., 1995). Foi medida a sensibilidade da via
respiratéria relativa a um ou mais de o© seguinte: 5-
hidroxitriptamina, acetilcolina, atractrio ou um andlogo da
substédncia P. Foi utilizada uma medida simples e repetitiva da
mudanca no valor méximo da pressdo inspiratéria seguida do teste
de estimulacdo broncoconstrictora gque foi denominado Indice do
Tempo de Pressdoc da Via Respiratéria (APTI) (Levitt et al.,
1988; Levitt & Mitzner; 1889). O APTI foil avaliado pela mudanca
nc valor maximo da pressdo respiratdéria integrada desde o tempo
de injeccdc até que o valor mé&ximo da pressdoc regressa a linha
base ou patamar. O APTI foil compardvel & resisténcia da via
respiratéria, no entanto, o APTI inclui um componente adicional
relacionado com a recuperacdo da broncoconstrigédo. Foil realizada
uma lavagem broncoalveolar (LBA) e uma andlise celular como ©
anteriormente descrito (Kleeberger et al., 1990). A histologia
pulmonar fol realizada depois de recolher os pulmbes e de os
imediatamente congelar em nitrogénioc liquido. Apdés o teste de

sensibilidade  bronguial, os  pulmdes foram  extraidos 2
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submergidos em nitrogénio liquido como o acima indicado. Foi
realizado o crio-seccionamento, a colcracdo e o exame
histolégico de uma maneira bbvia para oS técnicos
especializados. As respostas ao tratamento foram medidas pela
valoracdo da inibicdoc da mucina por exame histolégico (Coloracdo

de PAS dos pulmdes de contrcoleo e des tratados).

O tratamento oral com talniflumato reduziu a coloracdo da
mucina. A figura 15A mostra a Coloragdo de PAS num pulmdo de
rato obtidoc de ratos Asp-sens que foram alimentados com comida
para ratos mouse chow normal. A figura 15B mostra os resultados
obtidos dos ratos Asp-sens alimentados com comida para ratos
mouse chow contendo talniflumato. A figura 16 mostra os
resultados da alimentagcdo com comida para ratos mouse chow
coberta com talniflumato na eosinofilia pulmonar determinada por
lavagem broncoalveolar. O talniflumato reduziu o numero de
células eosinofilicas obtidas de ratos sensibilizados ao
Aspergillus fumigatus em comparagdo com os ratos sensibilizados

alimentados ccm comida para ratos mouse chow standard.

Exemplo 6: a super-expressdo de ICACC-1 nas linhas de células

epiteliais que aumenta a produ¢do de mucina

As células NCI-HZ92, uma linha celular de carcinoma
mucoepidermoide pulmonar humana foram adquiridas a American Type
Culture Collection (Manassas VA) e cultivadas num meio RPMI1640
complementado com 10% de FBS e 1% de penicilina/estreptomicina
(Gibco/BRL). As células cresceram numa incubadora que continha
ar humido, complementado «com 5% de CO; a 37°C. Foram
estabelecidas linhas celulares estdvels NCI-H292 da super-
expressdo de hICACC-1 por transfeccdo de ADNc 3~ hICACC-1 usando
um kit de transfeccdo Fujin de acordo com as instrucdes do
fabricante (Boehringer-Mannheim). Fol produzida uma linha
celular de controlc, NCI-H292/ctl, pela transfeccdc de ADNpc 3

(ctl) na linha celular NCI-H29Z utilizando o mesmo procedimento.
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A expressdc do gene hICACC-1 foil confirmada para ¢ transfectante

ADNpc 3-hICACC-1 por anédlise Northern.

Para o ensaioc ELLA (ensalo de lectina ligada a uma enzima
especifica), as células foram colocadas nas placas de cultivo de
tecido de 24 pogos e incubadas durante 72 horas até a
confluéncia. Os sobrenadantes foram transferidos a placas de 96
pocos previamente cobertas com 1 pg/ml de anticorpo anti-MUCSA/C
(New marker, Fremont CA} e bloqueadas com 1 % de BSA. O
anticorpo ligado MUCSA/C foi seguidamente detectado com HRP-

lectina (Sigma) .

Para a RT-PCR total o BARN foi isolado das linhas celulares
utilizando o reagente Trizol (Gibco/BRL) seguindo o protocolo do

fabricante. A RI-PCR foi realizada por transcricdo inversa de 1

pg de ARN total e amplificando o ADNc com os iniciados
apropriados por  PCR. Os  produtos foram  separados por
electrofdérese em 2% de gel de agarose e visualizados por
coloragdo com brometo de etidio. Os pares do iniciador
utilizados para gerar a mensagem ICACC-1 humano foram: 5'-
GGCACAGATCTTTTCATTGCTA-3' sentido e 5'-GTGAATGCCAGGAATGGTGCT-3!
antisentido o gque deu um produto de 182 pares de bases. Os pares
de iniciadores utilizados para gerar mensagens de mucina estdo

relacionados no quadro 1.

Quadro 1 (os nimeros entre paréntesis referem-se a posicdo do

oligonucleotideo contido no ADNc publicado).

Gene {(EntradalIniciador sentido (5% - 3') Iniciador de inversdo (5' -

#) 3"

HMUCL1 (J05582) GCCAGTAGCACTCACCATAGCTCE CTGACAGACAGCCAAGGCARTGAT
(3113-313¢) (3627~ 3605}

HMUCBAC GTGGRACCACGATGACAGC TCAGCACATAGCTGCAGTCG

(AF015521) (610-629) (1428-1408)

HEMEZ (U13696) GGACGAGAAGTARTREACTTCGAG CATCTCGCTTCTGTTRAGAGC (2505~
(2133~2254) 2485)
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As células NCI-H292 expressam MUCl constitutivamente, enguanto
que a expressdc de ARNm de MUCZ e MUCHA/C estdo por debaixo de
os niveis de deteccdo na linha base. A figura 12A mostra os
resultados de uma andlise de transferéncia de Northern de
células transfectadas ANDpc3-hICACC-1 gue mostram um maior nivel
de expressdo para ARNm ICACC. A andlise de transferéncia Western
de 1lisado celular completo a partir de clones que super-
expressam ICACC-1 revelou uma producdo acentuada da proteina
Mucz (figura 12B). A expressao de MUC5A/C aumentou
significativamente nas células de super-expressdo ICACC-1,
enguanto que MUC1 n3o variou na analise RT-PCR (figura 12C). A
analise especifica ELLA também revelou a producdo excessiva de
proteina MUCS5A/C nos clones de super-expressdao ICACC-1 em
comparacdo com as células ndo transfectadas NCI-H292 ou as

células transfectadas com o vector vazio (figura 12D).

Exemplo 7: Inibig¢do da super-produgdo de muco e expressdo de MUC

54/C nas células NCI-H292 de super-expressdo de hICACC-I

Para a determinacdo da producdo do glicoconjugado mucoso,
células NCI-H292/ctl e NCI-H292/hICACC-1 (AAF 15) foram
cultivadas em placas de 24 pogos durante 3 dias. As células
foram seguidamente fixadas com formaldeido e os glicoconjugados
mucoscs foram visualizados por coloragdo AB/PAS (Sigma). Ainda
que as células de controlo NCI-H292 mostraram uma coloragao por
PAS basal com alguns poucos granulos dispersos (figura 13A), a
super-expressdo de ICACC-1 aumentou espectacularmente o numero e
intensidade de muco-glicoconjugados positivos por PAS (figura
13B). Para cs estudos do blogueio do canal de clocreto, as
células em presenca de &cido nifltmico (NFA) (Sigma) foram
cultivadas a uma concentracdc de 100 pM, acido mefanamico (MFA)
a 125 ou 250 puM ou talniflumato a 12, 5, 25 ou 50 uM, ou meios
sozinhos. A coloracido por PAS das células tratadas com NFA, MFA
ou talniflumato  revelou  significativamente  poucos  muco-

glicoconjugados coloridos positivos em comparacdo com as células

31



ndc tratadas (figuras 13C e 13D e inserto da figura 14). A
coloracdo por PAS das células do controlo tratadas com inibidor
ndoc mostrou praticamente nenhuma diferenca com as células né&o

tratadas (figuras 13A e 13C).

Os valores ICsy para talniflumato (figura 14), Nimesulida
(referéncia figura 17) e MSI-2079 (figura 18, a estrutura de
MSI-2079 é mostrada na figura 19 referéncia) foram determinados
com base da sua inibicdc da secrecdo de MUCSA/C nas células H292
de expressdc de hCLCALl. As células confluentes foram tratadas
com o inibidor a concentragdes de 0 a 250 pM em OPTI MEM. O
MUC5A/C segregado foi detectado quarenta e oito horas depois de
0 inibidor ter sido adicionado por um ensaic ELLA como o©
descrito no exemplo 5. 0Os valores ICs foram determinados com o
software de andlise de dados GraphPad Prism. O inserto da figura
14 mostra os niveis da mucina intracelular em resposta ao

tratamento com talniflumato detectado por coloracdo por PAS.
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REIVINDICAGOES

1. Utilizacdo de uma composicdc ©para & producdo de um
medicamento para o tratamento da producgdo excessiva de mucina
associada a uma doeng¢a do tracto respiratdrio seleccionada do
grupc composto por doenca pulmonar obstrutiva crénica (EPOC),
doenga pulmonar inflamatéria, fibrose quistica e doenca
infecciosa aguda ou croénica; ou uma doenca do tractc
gastrointestinal associado a uma fibrose quistica seleccionada
do grupc composto por sindrome de mé& absorcdo, esteatorreia e
diarreia num individuo, caracterizada por a composicac
compreender talniflumato ou um seu sal aceite na Industria

farmacéutica.

2. Utilizag&o de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por
a EPOC ser seleccionada do grupo composto por enfisema,

bronquite crénica e asma.

3. Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por
o estado de doenga ser o resultado de uma resposta induzida num

pulmdoc por antigénios.

4. Utilizacdc de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizada por
a resposta induzida por antigénios ser seleccionada do grupo
composto  por hipersensibilidade bronquizl, ecsinofilia e
contagem elevada de células na lavagem bronquial, IgE elevado em
soro, alteragbes histoldgicos associadas a inflamacdo & 2
hiperplasia de células caliciformes e células da glandula

submucosa associada a producdo excessiva de muco.



5. A utilizacdoc de acorde com a reivindicacdc 1, caracterizada

por a produgdo de mucina ser dependente do canal de cloreto.

6. A utilizac&o de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizada

por o canal de cloreto ser um canal de cloreto ICACC.

7. A utilizagdo de acordo com & reivindicagdo 1, caracterizada

por a composicdo inibir uma enzima ciclooxigenase.

8. A utilirzac@o de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizada

por a enzima ciclooxigenase ser ciclooxigenase 2.

8. A utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
por & composigdo ser administrada ao individuo topicamente,

oralmente, parenteralmente ou por inalacdo.

10. A utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizada
por a composigac administrada topicamente ser ume solucdo,

suspensdo, gel, pomada ou bélsamo.

11. A utilizagéo de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizada
por a composicf8o administrada cralmente ser uma pastilha, uma

capsula, um xarope ou um elixir.

12. A utilizag¢do de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizada
por a composicdc administrada parenteralmente ser dada por via
intravenosa, intraperitoneal, intralesional, subcutdnea ou

intramuscular.

et

3. A utilizsgdo de acordo com a reivindicacdo 9, ecaracterizada

por a composicdo inalada estar em forma de ligquido ou de pbd.

14, A utilizacdc de acorde com a reivindicacdo 13, caracterizada

por a composicgdo inalada estar na forma de um zerossol.



15. A utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 13, caracterizada
por & composicdc inalada ser administrada per inalador

dosificado.

16. A utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizada

por a composigdc ser administrada numa quantidade de 0,01

mg/kg/dia a 100 mg/kg/dia.

17. A utilizagio de acordo com reivindicacdc 16, caracterizada
por a composigido ser administrada numa quantidade de 0,10

mg/kg/dia a 10 mg/kg/dia.

18. A utilizagdo de acordo com a reivindicacido 1, caracterizada
por a composicdo adicicnalmente compreender pelo menos um agente

terapéutico adicional.

19, A utilizagdo de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizada
por pelo menos um agente terapéutico adicional ser seleccicnado
do grupo composto por um agente antiasmdtico, um expectorante,
um mucolitico, um antibiético anti-histaminico, um
descongestionante, um agonista adrenorreceptor Dbeta e um

agonista receptor de purina.

20. A utilizacdo de acordo com a reivindicacdc 19, caracterizada

por o expectorante ser a guaifenesina.

21. A utilizac8o de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
por =z composigdo adiclonalmente compreender pelc menos um
elemento  seleccionado do grupo composto por um  agente
tensicactivo, intensificador da absorcdo, agente estabilizante,

agente arcmatizante e suporte aceite na Industria Farmacéutica.

2Z2. R utilizacdo de acordc com a reivindicacdo 21, caracterizada

por ¢ agente estabilizante ser o ciclodextrano.



23. A utilizacao de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizada

por o intensificadcr da absorcdc ser ¢ quitosanc.

24, A utilizacd3o de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

por ¢ individuc ser um humano.

Lisboa, 4 de Junho de 2007.
Pela Requerente

0O Agente Cficial

oS »ﬁﬁﬁvw\/g%

fi‘#
ROSARIQCRUZ GARCIA
Agente Oﬁ:iglf da Propriedade Industrial
Av.? Conselhgiro Fernando de Sousa, 11-15.°

/ 1070-072 LISBOA
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