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O presente invento diz respeito a utilizagdo de certas
2-oxindole-l-carboxamidas 3-substituidas de formula

e dos seus sais de adicdo de bases farmaceuticamente aceitavels em
que X € H, Cl ou F; Y & Hou Cl; e Ré benzilo ou tienilo; para
inibir a biossintese da interleucina-1, num mamifero. Este invento
também diz respeito & utilizagado de tals compostos para o tratamento
de perturbacdes e disfungdes induzidas por interleucina-1 tal como
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Resumo (continuagao) @

disfun¢do da imunidade num mamifero.

Os métodos deste 1invento compreendem a administracgdo
uma quantidade inibidora (nomeadamente de 1lmg a 200mg por dia)
biossintese da interleucina-1 dos compostos e sais deste invento,
esse mamifero.

perturbagdes do metabolismo dos ossos e do tecido conjuntivo e
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producdo de prostagliandin B (FGE_ FaE. & wm estimulador  de
reabsorcas dos assos e ten sido implicada =m pevda dos ocssos

Havward, M. A = Cag3iand, T. J., Annual Reporis in Mesdicinzsld
Chemistry, &2, Tect IV, Capitulo 17, 172-177 (132273, dstecpoross
& definida ¢ il wda debilitdria de oss3o mineral a o gual

provoca velocldades de fractura sucsriores. Ver Hayward, M. AL a

Caggiano, T. J., supra, & referencias ai citadas.

A Interisucin-1 fni referida como 2stando envolvida  na
patogenese de multas doencas. Var Dinarello, . A, T, Ciin.
1

225), cujos ensinamentos 530 agul incorpo-—

m
e

Immunmnl ., 5, Z227-237 (
radns para refersncia. Alrnda mals, niveis =lavadoss de material
.

rem associados com o a  ESorias

i

analozo & IL-i faoi ohsrervado astares

Camp, R.D., J. Immunol., 1327, 24£3-32474 (19280

1 agemte anti—-inflamatsriondn estevoidal . etodolac,
1.

Hcido 1,8—dietil-1,2,4,3,~tetrahidropivancl?, d-blindol-1l-acstico,

foil divulgadn na U S, 4877132 para Dbaiwar FGE. = raduzir &
reabsorcido o osso. Etodolac tem a formuia
(0]
N
I COOH
Et H Et
Fol asssinalads que s nivals terapsuticos de  agsntes

anti—-inflamatorions nfo esteroildals tal ConvD indometac ina =

ibusrofen ndo reducem a producg

EoyitE A nEo tem tal afaeitn,. Corticosteroldes, nwn entanto sf&o

sficazmes an redusiy a produciEos de il.—1 Dinarsello, C A, ,suEra

Cartos inihidores lipoxigsnass tal como &Gcoido 5,5, 11,14-4v17 luo—

romatilfenil—-Z-pirazolina (BW7S5ECS fol Sbservadn dimintiivem A
N —-0‘.!7
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—carboxamidas de foSrmula

BAD ORIGINAL
—d

a——



mediadas oy iL—-1

Fooriacse
U= metodos de wso de compostos 2 saus sals base  farma-
ceuticamante acelitivaels comprasndsm a adwministracdo a um faprm

de uma guantidade efectiva de tals composins. A administracido
1 C

pods compreendsr gua confiecids para fornecer teraocosu-
ticamente um composto & um mamif2ro tal como adminisiracds oral
o parenteral coms abaixo definido.

s compostos invento gus tam foSrmula

CIL—13 Vi mamitaro

metabal isms do tecido conguntive 2 do osso 2 Jdisfunc&o imuns.
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R & tignilo, agusles em gue no referido composto X & F, V & €1 =
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Como divulgssds na U.Z, 4858872, os compos o

invents acima descrito s8o acidicos = {ormam  sals base. Todns

t.: ai bazse esté&o dantro do ambilto deste invento
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proodus iy como ensinads POy aguela patente. Tals sals apropria-—
dos, dentro do ambito daste  invento, inclu

oarganico = inorganico 9 incluem, mas ndo estifo limitados a, DS

zais formados com amdnia, aminas organicas, hidroxidos de matal
slcalino, carbonatos de metal alcalinn, bicarbonaitns de metal

iicaling, hidretos de metal alcaling, alcdxidos de metal alcali-

N, nldrdsidos de metal alcalins terroso, carbonatos de metal
zlcalino terrasa, hidretos de metal zslczline terrosao 2

de metal alcalions terroso, Exemplos vapresentativos S
formam tals sais bass inclusm amdnlia, aminas orimbdtias, tal T

n-propilaminag, n—ouwtilamina, anilina, ciclohexilamina, Doensilami-
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Tamoéem dentro Jdo ambito de
tal como os monchidratos & o5 sami
descritns

Loin=1 & conhecida pelos gspecialistas da arte

Coonis pelo menos  duas formas gus s8o refa2ridas como
as formas o & 2. Dinarslle, C. A, FASER T,
Conyo 0 longo  destz gspecificacdo =
ansxo, o termo interleucina-1l <IL-13 & todas tals formas de IL-1
incluindo IL-1x, IL-12 e IlL-lx & IL-1f colectivaments

= métodos deste invento compreendsm a administracdo
dos compostos  do invento & seus  sais  bass  farmaceuticamente

acelitavels a wm mamifsro. Tals composios
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admnistrados ao referido mamifero ou 88, ocu graferivelmente, =T

combinas o com suporites ou diluenies farmaceutlicamentes aceit&veis

numa COmPDSI AT farmaceutica, dae acordo CiOim ] eratics

farmaceutica padr8o. Tal administrac&o Sy oAl T

agul usads inclu:,

53, intramuscuiary,

intraparitonsal, subcutansas, transdermal incluinds topics, MES

nEo limitada = lavagem oral N entanto, prafere—-s= geralmente
admnistrar taic comEcstos @ Seus S31s oralmente

15 S32 mals deseja—

cevos o= 40 =

ral = Jde cevcea O i

ztracd&o  parentsral,

Smhoras almda

e T )
2 Lratamanto de  perturoacio
STy Ii—-1, parturbacio i
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sa2ra prontamsnts determinasda

orascricio de prescricio &/ /ou

erntanto, deverd apreciar—-s= g
gste respeita, dJepaendarnds das ==
tratados 2 a sua resposta individusl as referido madicaments, bsm

coms do tipo partl

0
A’\

vlar de formulacqo farmaceutica escolhida e do
t

perindo 2 intervalo de tememo 2m Sus tal administraglo & afac

i

da. Nzlguns casos, nivels de  dosagenm meEnores qus o limite infe—
rior da gama acima manclonada pode sery mais  Jdo que avdeguada,

enguants NoUtros casos podaenm empragar—-se doses alnda mslorss  SeEn

m

causayr & ocorvencia de efeitos sercundarios  prejudiciais o
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pernicliosos, desde que tals nivelis de  dosagem supseriorss  sejan
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tradas ac longo oo dia.

Fara fins dg administracdos oral, raztilhas contendo

ato cicalcico podem  sarp

dosintaegrantss Lal comn amido

conjunto oom agentes ligant
macarosss, gelatins & ac&cia
cantes Lal coms, mas  nd&o 1i

formacds de pastilbhas. Bz composices solidas de um Liegs  analogo
pevdzm tambdm ser usadas ooms agentes de enchimanto em cépsuwlas de
gelatina elastica mole o dura; 05 materiais grafsridss a osha
resoeito tamban inclusm, & = NS g Ilimitac&o,
lactose oy acucay Jdo leite  bem ococmo polistilsno glicdis de alito
mEsd molecular . Quando desesjamos suscensdes aguosas efou 2llxirss
para administracdo  oral, =ooingraedients activo Sssancial Faode
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de adocamenito oy ayVomatioos,
SO , sgantes -
sionantes e/ou de suspansio, am conjunto com Jdilusntes tal CiTn
L [ 1 1 -1 - 1 [ R N -
sigids, ZLanvoeg, i SL1C0Ti, Slics=rins & Varlas C
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deste invento ouw seus sais base farmacsuticamente aceitéveis s=)

carenteralmants.
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2 subcubanes A ste
regados s&o  prontamentes
idas dos especlalistas n&
normalmeante wsada Fouct ot T B
& passada através de W

rizados o owm filt

vidrads., Filtraos
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exemslo, solucfas, loc8es, untimentos, cremas, is, [S3PI=ta -G A a)
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rios, fory velocidade liberitzcids limite sustidas =
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mElos para =sse fim., Tails formas de dossgen comgrssyndsmn o compons—

artic

IOASUl Incorpsrados para

dosagsm do compcsto particular pode Incluir, a titu
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& N8 de limitac&n, soluc8es, logf8es, untimentos, crame

A capacidads daos compostos deste invento para inibirv &
biossintese Jde interleucina—-1 & Zdemponsirada pelos proceassos de

1o & saguly descritos.
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camads por bal:oo 3o musowio., 3 fluido peritonsal & ramovids [
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Research Froducts, Inc., Lene=a,
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Soro da feto de vitela o qual fol triado para a bos resposta &
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IiL=1 mo ensain timocita (Hyclone Laboratoriss,

gara prolifesracfa espontanes haixa na ausencias de IL-1.

uido n&o contaminads & canbtrifu

a cerca  de £00xg durantes sgis minutos & & parte  sochrenadanta

decantada. As cdlulas peletizadas de cinco a se2is tubos junibam—se

= violitam—se a suspender num total Se 20 ml de
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de c&lulas & a zeguir determinado usando um mesdidor
viabilidade celular determinada com corante  Trypan Blus  wsanrndo

tambdm um medlidor hamacyto, = calulas s8> 3 ssguir dilulidas =
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Zx107 células/ml usars

puracos de 25 mm juntamcs 1 oml da suspensio celular anterior. Az

c2lulas s80 incubadas durants duas  horas a 37 °0C numa stmosfars
e BEX CO. para causary adersncia dios  macryofagosps 4s paredss  dos
P
bBasracos. A sarts sobrenadants & removida por turbilh&s visoroso
dos Duiracos 2 decantacios. As cslulas aderventes (1.2, macrofagos)
4
- 3 — - il AT b, -~ — —, sy 3 —
S22 lavadas duas vezZes com RFMI-= ADs Daracos contando c2liulas
adaeremtaes Jumtamos 1 oml do composto an sstudo a2 concentracfss gus
variam de= O, 1 a 100 us/ml 2 REMI-ZSF o 1 oml de REMI-SF como
.E'.
combriol A oSeguly, Juntamoss 100 ml LS sm RPMI-ZF L ms/AES mll &
cada buraco . s pratos s8o incwbados x 2790 nums atmostfers ds 8%
Co. durants 24 horas. As
<
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RFMI comtends panicilina —sstreptomicin

Ma/mly & lutamina (Zmi1) .

1]

T Lipopolissacarides refinado purificads apsrti  de

minnesostas o qual fol veriticads para Jdeterminar  gus o
Cz2H/Ha n&o & sensivel a isso

Fpartes saobrenadantes s&o ouw remcovidas oy ensaiadas para iL-1

imadiatamente su oy outro lads rafrigeradas ou S2ladzs  pars

ensailo subsequentes

IH/ Hed {Jackson

=
Laboratorieszs, Ear Harbor,

por deslocacio
cervical & o3 sswus timos = timos sEo
lavaudos com guatvro mudanc S&0 A&  sSeguir
cardadoss & parite para obtermos ums suspensifo calulsr anica =2 &

suspensadn filtrada através de 12 camadas de cams ostsril
& Jobknson | 2 Jobnson Froducts, Inc., New Erunswick, Nizw
SULSPENSS0 czlular & 1{fuasda =
parta sochranadants dec = s

L,

=T ml de m=io & densidands

e med1don




[ e 1 Yeomemtes PR 0] e mmpte mebemmmemmetam . S0 0l e P
e 1T COpnD O JdEnte Lo e D8 DoV LE SQoreEnsante . DU L o fiiez 1
Aoy Duraco) . & cads DUraco Juntanos 50 gl g Z-mevcapitostannal

Minims essencial de melo Eagles com sals Earle contendn €% g2
gorm de fa2to de vitela, 100 unidades/ml—-10Gus/ml penicilina—-es—
treptomicina, glutamina ZmMl, amins  &cidos n&o essaenclials O, 1 ml

(M. A, Bioproducts, Rockville, Maryland?) 2 piruvato de sddio 1w,

acima descrito & adicicnadas de mods s haver LA conmcaentrac o

celular final de BEx107 celulas/ml. ds pratos sSo incubados &

pratos incubados comn acima doescrito durante mais 12 moras. Acns
incubacdo, as c2luias  s80 colhidas TS LR celfador do c2lulas

(Otto Hiller, Madison, Wisconsin? onds os granulos sfo recolhidos

soore tiras o2 filtros de fibra de  videro Khatman  (Whatman,
Clifton, New Jarssy) & sscos, Oz granulos 330 a segulr contados
vicsandz wn contador de cintilac8es beta num fluldo de cintilacia
tolusns/omnif luwar . & quantidade de IL-1 prasents & proporcional A
guantidade de timidina triciada nos Sranulos.

A timacito antarior, az parites sohrena-—
dantes s&0 ensaiadas guantitativaments pavra IL-1 de acovrds com o

)

)
=3
m
mn
T
n
+
]
3
L
i
11
m
~3
™
Daal
i)
Y
0
0
[y}
ot
—
=3



|
oot
!

padrdEo como S8 SEgLE c&luias EL4-o 1 MLAT LA Llnvnsna

EI0—158 = 107 celulas am 0.4 ml d= ligante (REMI 1840,
HEFES 25 mM, NaN. ©,CGi1%, pH 7,331 5 guantidades variveis de

murina nac stiouetads ril-1o [IL-1x recombinantes erodusida =m

A

Escherichia coli & partir da segusncia publicads de aminoicidos
1 £

, Mature, 212, A5:5—

ml) de I=rIL—1R humans (NMew England Nuclsay, Boston, Massackw—

setis) =2 a2 agitacdo continuoy  durante mais 2 horas. 5 amostras
sSo filtradas com um agparaslbo Yeda (Linca Co., Tel-Aviv, Israsll

através de filtros de fibra de vidre Whatman GF/C0Z, 4 cm (bBlogusa-—
dos com Q,58% de leite em pd durante 2 hirs a 27°0 ) =2 lavadas wma

Zoml de Lampflo 3 afac ido =Y o filtros s3o

ios nom contador

tomada como A ligasc o

etigustada. Construimos ums curva de calibracXs Hill num gr&fico
gz log (Y/100-Y)y vs. log € onds ¥ repreasenta a percantagsm de
covtrol do ligante JEI—PIL—lﬂ 2z O & a concentracds dae rIl-1la nEo
ahilgustada A 1inna ClLir v a & sdaptada
através de valores Y entras 2 Suiantificar
25 NivEls it-1 Nt parLes solzvrenadantas obtidas COMT &CLAia

Slavm diszso, o5 macrotfagos adevaentes tratados como scima
descritos 3o ensaledos para -1 intracelular Jde acords oom &
anfliise de manchs  Doidental bem conhecida dos sspscialistas da
aris Comd & sesulr descrito. DS macroiagos aderantes, tratados
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S AET

iavadas tres st EmET e
lisado com NEF-4O & O, 8% = I BOmM, Nza{l
FEHoFO, 50 miM,

= T4

MLES removi

C

cada parte sobranante =m amosira tamp3o Lasmmli [Lasmmli, L
S0 e aml = um gradienta

m 2 electroforads a uma  corresnte

2—=4 hovas. A seguir, as proteinas =80

iv do g2l em capsl de nitrocslu-

lose (NC)Y) (Micron
transfersncia
ZEmM, =2DBS 0,1

pap=l NO s&o

= omurina rIL- combinants ib—
—ix(yrIl-1x3 p Y oda segusEncla

publicads de aminoScidos 115-270  parva IL~1a,

PERANS Brave = TS s At i N ey 196G e cabr ¢ b —
Ve D VSV OO Jdgadas antlsaorn IS LR 11 =\ 1 Loeilie e AR CRNE -~

o7 bware LEE Gelzoan XL Evalyation num computador at7aT



oroduc o

zetts) maz inibe a producis ds IL-1 U ensaio Jde radioimunidads
foi efectuads =m tubos de polipropilens com btodoss os reagentas

“w ode g=lati-

[N

diluidos am fosfato tamedc 10mM, sH 7,4, contendo O

na, EDTA C,01 M, = dNalN. O,1%. Junitamos cinguenta microlitros cada

- = -
de sobrenadants, pesquisadoy triciado em enssio tamedcs 4000 cpm 2

M

antisoro diluids & incubamos durante a noite =z 4° J pessguisaedor
radicetiguetads nSo ligado foi removido sela adic&s des 260 1 de
uma suspensdo de carvdo Novit A O,5% com Dextran T-70  O,54. ApOs

4l de parte scohrenadante foram contados em 1,0

s
wt
w
ik
2

2w England Nuclear, Boston, HMassachuset

polipropilens d= 1,5 ml com wm contador de cintila-

As amostras foram Suantificadas por axtrapo—
lac&n a partir de uma curva padrico log-logit  oparacdo padirdo m
2nsailo tampfo 7
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REIVINDICACOES!

12, - M&todo mara & inibicfo das hiossintess de intar-—
lgucina—~1 num mamifers, caracitsrizads gor comerasndsr & adminis-—
tracio ao mamifara  oa Lms Suantldad: inibkidors de
bicssintese de interleucina—!l de um composto S fédrmula

o de um sew sal de adiclo de hassss farmaceuticamente caceltavel,
Y t

= Gue X & H, Cl ou F, & H oow Cl;) & R & bancilo ou i=niin,
sendo a gamna Jde dosagem de composto active 1omg a2 200 mg sor His

= M&todns para o bratamenio
mztabaolisno oo osso mediadss por intarleocd

caracterizads por compr2oender a administracio a0 raefericds mamife—

roode wma auantidadse pars tratamaento o metabo-

v = - .-l-‘,- e R T ~~‘j-,—~ s 1 s b o Y e s 1 -_l j—. I . 5 o, o~ - -
1L LSS0 DS iDSssins IVWSLAZ L3835 By 1nTey el lns = LAY COMEnDS To 3=
formula
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i3
ol ode um seu sal de adiclo de bases farmacsuticamants  acsitavel,
em qus X & H, Cl ou F, ¥ & H ow O, =2 R & benzilo ouw tisnilo,
= —j.—’ - 3 e e .j.— - =y -4.= = +> Y3 4 — =
SEVID X Salita g oS agesi s SCTIVD LG 31:
F2. - M&todo de acords com & relvindicacd&s 2, caracts—

"rizads por a paerturbacHo do metabolismo G0 osso se2r ostoopoross.,
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