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MOLECULAS QUE INTERAGEM COM O RECETOR DE ANTIGENIOS DE CELULAS NKT E SUA
CORRESPONDENTE MOLECULA APRESENTADORA DE ANTIGENIOS, MAS QUE INIBEM A
FUNCAO IMUNOLOGICA DE CELULAS NKT, SAO ADMINISTRADAS A UM PACIENTE. CONDICOES
DE INTERESSE PARTICULAR INCLUEM O TRATAMENTO DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
(SLE), CANCRO, ATEROSCLEROSE E DOENCA ALERGICA. NALGUMA FORMA DE REALIZACAO
DA INVENCAO, O AGENTE INIBIDOR E UM GLICOLIPIDO ANERGIZANTE, POR EXEMPLO,
GALACTOSILCERAMIDA. SAO PROPORCIONADAS FORMULACOES FARMACEUTICAS DESSES
GLICOLIPIDOS, E TEM APLICACAO NO TRATAMENTO DE DOENCAS ENVOLVENDO ATIVACAO
INDESEJAVEL DE CELULAS NKT.



RESUMO
"METODOS DE INIBIGCAO DE CELULAS NKT"

Moléculas que interagem com o recetor de antigénios de
células NKT e sua correspondente molécula apresentadora de
antigénios, mas que inibem a funcdo imunoldgica de células
NKT, sdao administradas a um paciente. Condigbes de
interesse particular incluem o tratamento de lapus
eritematoso sistémico (SLE), cancro, aterosclerose e doenca
alérgica. Nalguma forma de realizacdo da invencgao, o agente
inibidor é um glicolipido anergizante, por exemplo, pB-
galactosilceramida. Sao proporcionadas formulagdes
farmacéuticas desses glicolipidos, e tém aplicacao no
tratamento de doencas envolvendo ativacgdo indesejavel de

células NKT.



DESCRICAO
"METODOS DE INIBIGCAO DE CELULAS NKT"

Esta invencao foi financiada com apoio governamental pela
bolsa NIH-ATI-40093 atribuida pelos Institutos Nacionais de

Saude. O Governo detém certos direitos desta invencao.

As células NKT constituem uma subpopulacao wnica de
linfécitos T gue estdo altamente conservados em humanos e
espécies murinas. As células NKT expressam alguns
marcadores de superficie especificos de NK, como a lectina
do tipo C NKRP-1A, desse modo partilhando algumas
propriedades com c¢élulas NK cléassicas. As c¢élulas NKT
também expressam um recetor de células T semi-invariante,
consistindo, em humanos, num rearranjo Voa24JoaQ invariante
emparelhado preferencialmente com uma cadeia VB11l variavel.
No ratinho, as células NKT expressam um rearranjo VoaldJo281
invariante emparelhado com VB8, VB7 ou VB2 varidvel. Em
termos da expressao de correcetores, células NKT
invariantes pertencem ao conjunto de linfdécitos unicamente

positivos CD4+ ou ao CD4-CD8-TCR o/B+ duplamente negativos.

Apesar de ainda nao terem sido identificados ligandos
naturais de células NKT, estas células sao ativadas quando
0 seu TCR reconhece glicosilceramidas derivadas de esponjas
marinhas, apresentadas por CDld. Apesar de esta classe de
ceramidas o-glicosiladas nao ser detetdvel em mamiferos,
pode partilhar caracteristicas estruturais criticas com
ligandos CDh1ld naturais, sugerindo que células NKT
reconhecem antigénios contendo uma fracao hidrdéfoba

(lipido) e uma hidrdéfila.



O papel bioldgico de células NKT ndo esta bem definido. Em
resposta a ativacdo através do seu recetor de células T,
foi mostrado que células NKT segregam grandes quantidades
de interferdo-y (IFN-vy) e interleuquina-4 (IL-4) (ver, por
exemplo, Hong et al. (1999) Immunol. Rev. 169: 131; e Singh
et al. (1999) J Immunol 163: 2373). Apds ativacao repetida,
as células NKT tornam-se em células polarizadas que

produzem predominantemente IL-4.

Também foi sugerido que as células NKT servem uma fungao de
regulagdo imunoldégica no controlo da suscetibilidade a
certas doencgas autoimunes. Por exemplo, nalguns modelos de
doencga, a transferéncia de células NKT para recetores
suscetiveis a doenca previne o desenvolvimento da doenca
autoimune, e foi sugerido que a ativacdao de células NKT
pode proporcionar intervengao terapéutica para a regulacgao
imunoldgica de doenga autoimune (Sharif et al. (2002) J
MoI. Med. 80: 290-300) por polarizagcao de células T
convencionais no sentido da produgao de IL-4. Também foi
relatado que células NKT e IL-13 (possivelmente produzida
por células NKT) podem regular negativamente a
imunovigiléncia tumoral mediada por linfécitos T
citotdxicos (Terabe et al. (2000) Nat Immunol. 1(6): 515-
20) .

No entanto, também foi relatado que a ativacdo de células
NKT aumenta respostas imunoldégicas do tipo Thl e secrecao
de autoanticorpos qgque contribuem para o desenvolvimento de
lUpus em ratinhos NZB/W adultos (Zeng et al. (2003) J Clin
Invest 112: 1211).

O papel de células NKT em estados clinicos humanos tem

muito dinteresse. HA um nivel elevado de conservacgao do



sistema de células NKT entre espécies. A o—
galactosilceramida pode estimular células NKT murinas e
humanas, e moléculas CDld de ratinho e humanas sao capazes
de apresentar o-GalCer a células NKT de qgualgquer das
espécies, indicando a relevancia de estudos animais para
ensaios clinicos humanos. A presente invengao proporciona

métodos de manipulacdao de respostas de células NKT.

RESUMO DA INVENCAO

Sao proporcionadas composigdes para a inibicao ("anergiam)
da fungao de células NKT, desse modo inibindo a ativagao de
células NK T por agonistas sintéticos ou naturais.
Moléculas gque 1interagem com o recetor de antigénios de
células NKT e a sua molécula apresentadora, por exemplo,
CDl, de modo gque a fungao imunoldgica da célula NK T é
inibida, sao administradas a um paciente e atuam de modo a
inibir a ativagao de células NKT. Os estados de interesse
particular consistem em asma. Nalguma forma de realizagao
da invencdao, o agente inibidor é um glicolipido anergizante
gque regula negativamente os recetores de antigénios de
células NK T. Esses glicolipidos podem compreender uma
ligacao B entre as fracdes de acglUcar e lipido, por exemplo,
R-galactosilceramida. Sao proporcionadas formulagdes
farmacéuticas desses glicolipidos, e tém aplicagao no
tratamento de doengas envolvendo ativagao indesejavel de

células NKT.

DESCRICAO BREVE DAS FIGURAS

Figuras 1A - 1D. Tratamento com PR-Galcer reduz os efeitos

da ativagao de células NKT in vivo, incluindo a expressao



de IFN-vy, IL-4 e sintese de IgE. A sintese de IgG2c nao é

afetada.

Figura 2A - B. Tratamento com Cl2-B-GalCer Dbloqueia AHR

induzida por o-GalCer.

Figura 3A - C. Tratamento com Cl2-pf-GalCer reduz AHR

induzida por OVA/alum.

Figura 4A - B. Tratamento com anticorpo anti-CDld (HB323)
bloqueia a hiperreatividade das vias aéreas (AHR) induzida

por OVA/alum.

Figura 5. Administracao oral de PR-galactosilceramida.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

Sao proporcionadas composigdes para inibicao da funcgao
imunoldégica de células NKT. Moléculas gque interagem
especificamente com o recetor de antigénios de células NKT
e a sua molécula apresentadora, por exemplo, CDl, e dque
inibem a funcgéo imunoldégica das células  NKT, Sao
administradas a um paciente e atuam de modo a inibir a
resposta de ativagao de células NKT a agonistas. Nalguma
forma de realizacao da invengao, o agente bloqueador é um
glicolipido anergizante que regula negativamente os
recetores de antigénios de células NK T. Esses glicolipidos

podem compreender uma ligagao B entre as fracgdes de aclUcar

e lipido, por exemplo, B-galactosilceramida.

0O termo "tratamento" ou "tratar"™ significa qualquer
tratamento de uma doenca num mamifero, incluindo asma, em

modelos humanos e animais. Tratamento inclui prevenir a



doenca, isto ¢é, impedir o desenvolvimento dos sintomas
clinicos da doenca, por administracdo de uma composicgao
protetora antes da indugao da doenca; suprimir a doencga,
isto é, impedir o desenvolvimento dos sintomas clinicos da
doenca, por administracao de uma composigcao protetora apds
o} evento indutor mas antes do aparecimento ou
reaparecimento clinico da doencga; inibir a doenca, isto é&,
travar o desenvolvimento de sintomas c¢linicos, por
administracdo de uma composicao protetora apdés o seu
aparecimento inicial; e/ou atenuar a doencga, isto &, causar
a regressao de sintomas clinicos, por administracao de uma

composicao protetora apds o seu aparecimento inicial.

Serda entendido que, em medicina humana, nem sempre é&
possivel distinguir entre "prevenir" e "suprimir", uma vez
que o evento ou eventos indutores finais podem ser
desconhecidos, estar latentes, ou O paciente nao ser
examinado até bastante tempo depois da ocorréncia do evento
ou eventos. Em consequéncia, é comum usar o) termo
"profilaxia", distinto de "tratamento", para abranger ambas
as situacgdes de "prevencao" e "supressao", como definidas
aqui. Pretende-se dque o termo "tratamento", como usado

aqui, inclua "profilaxia".

0 termo "quantidade eficaz" significa uma dosagem
suficiente para proporciocnar tratamento do estado de doenga
a ser tratado. Esta ira variar dependendo do paciente, da
doenga e do tratamento a ser realizado. Agentes inibidores
de células NKT sao utilizados para o tratamento de doenga;
e podem ser utilizados em coformulagdes, por exemplo, como
um agente poupador de esteroides para facilitar a
utilizacgao de uma dose menor de prednisona ou

hidrocortisona.



A atividade in vivo para o tratamento de doenca pode ser
demonstrada testando um agente inibidor num modelo animal,
por exemplo, um modelo de asma induzida em animais; ou uma
de varias estirpes de ratinhos consanguineos com doencga
hereditdria do tipo 1lupus, observando o aparecimento da
producao de ANA, anticorpos anti-DNA de filamentagao dupla
patogénicos, glomerulonefrite complexa imunoldgica,
linfadenopatia e fungédo anormal de células B e T imitando a
situagao humana, em grupos de controlo e tratados. A
eficacia clinica humana é demonstrada em ensaios clinicos,

empregando metodologia conhecida dos profissionais.

Definicgdes

Como usadas aqui, as formas singulares "um", "uma", "e" e
"o", "a" incluem referentes plurais, a menos que o contexto
claramente dite em contrario. Assim, por exemplo,
referéncia a "uma construgao" inclui uma pluralidade dessas
construgdes e referéncia a "a célula" inclui referéncia a
uma ou mais células e respetivos equivalentes conhecidos
dos profissionais, e assim por diante. Todos os termos
técnicos e cientificos usados aqui tém o mesmo significado
habitualmente entendido pelo profissional da &rea a qual
pertence esta invengao, a menos que seja claramente

indicado em contrario.

Alergia é uma tendéncia acrescida ©para sensibilidade
baseada em IgE resultando na produgao de anticorpo IgE
especifico para um imunogénio, incluindo, por exemplo,
veneno de 1nseto, &caros domésticos, podlenes, bolores,
pelagem de animais, antigénios alimentares ou latex. As
respostas alérgicas sao especificas de antigénios e séao

caracterizadas pela producgao de citogquinas do tipo Th2,



tais como, por exemplo, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, etc.
Ocorre sensibilizacdo a um alergénio particular em pessoas
geneticamente predispostas apds exposicao ao antigénio; o
fumo de <cigarros e infeg¢des virais podem auxiliar o

processo de sensibilizacgao.

Neste grupo estao incluidos aqueles com alergias associadas
a asma, gque desenvolvem doenca c¢linica variando desde
rinite trivial até asma com risco de vida. Apds a
sensibilizacgao, a exposicdo continuada a alergénios conduz
a um aumento significativo da prevaléncia de asma. Depois
de ter ©ocorrido sensibilizacao, a nova exposigao ao
alergénio é um fator de risco para exacerbacdo de asma. Uma
gestdao eficaz de asma alérgica tem tipicamente requerido
terapia farmacoldégica e prevencao de contacto com o
alergénio. O0Os efeitos fisioldgicos especificos de asma
associada a alergias incluem inflamacao das vias aéreas,
eosinofilia e produgao de muco, e produgao de IL-4 e IgE

especifica para o antigénio.

Os mastdécitos, derivados de células precursoras
hematopoiéticas que sofrem as suas fases terminais de
diferenciacdo/maturacao nos tecidos periféricos onde
residem, expressam recetores da superficie celular (FcRI)
que lhes permitem ligar-se a porgcao Fc da IgE com elevada
afinidade. Esses mastdcitos sensibilizados para IgE, apds ©
encontro com o antigénio especifico que é reconhecido pela
sua IgE ligada a FcRI, segregam um painel largo de
mediadores Dbiocativos, incluindo: mediadores pré-formados
que sdo armazenados nos granulos citoplasmaticos da célula,
por exemplo, histamina, heparina, e proteases neutras,
produtos lipidicos sintetizados de novo, por exemplo,

prostaglandina D2 e leucotrieno C4, e diversas citoqguinas.



Muitos destes mediadores potencialmente derivados de
mastédcitos podem promover obstrucado reversivel das vias
aéreas, hiperreatividade brdnquica, e/ou inflamacgdo das

vias aéreas.

No entanto, tipos de células adicionais, incluindo
eosindéfilos e linfécitos Th2, ambos os quais estao Dbem
representados nos infiltrados inflamatérios croénicos nas
vias aéreas de pacientes com asma, também podem produzir
citoquinas ou outros mediadores que podem contribuir para
muitas das caracteristicas da doenca. 0O FcRI, que
anteriormente se pensava estar restrito a mastdcitos e
baséfilos teciduais, também ¢é expresso na superficie de
monécitos, células dendriticas em circulacao, células de
Langerhans e eosindéfilos, desse modo implicando estas
células como fontes potenciais adicionais de mediadores em
varias respostas inflamatdérias dependentes de IgE. (Quanto

a uma revisao ver Galli (1997) J.E.M. 186: 343-347.)

Alergénios sao compostos imunogénicos gque causam respostas
de células T do tipo Th2 e respostas de células B de IgE em
individuos suscetiveis. 0O alergénio especifico pode ser
qualguer tipo de composto quimico, tal como, por exemplo,
um polissacarido, uma fracgdo de &acido gordo, uma proteina,
etc. Os alergénios incluem antigénios presentes em
alimentos, como frutos (por exemplo, meldes, morangos,
anands e outros frutos tropicais), amendoins, O&leo de
amendoim, outros frutos de casca dura, proteinas do leite,
claras de ovo, marisco, tomates, etc.; antigénios aéreos,
como pdlenes de gramineas, pelagens de animais, excrementos
de acaros domésticos, etc.; antigénios de farmacos, como
penicilinas e antibidéticos relacionados, sulfonamidas,

barbituatos, anticonvulsivos, preparagdes de insulina



(particularmente de fontes animais de insulina),
anestésicos locais (por exemplo, Novocaina) e iodo
(presente em muitos corantes de contraste de raios X);
venenos de 1insetos e agentes responsaveis por dermatite
alérgica causada por artrdépodes sugadores de sangue, Ccomo
Diptera, 1ncluindo mosquitos (Anopheles sp., Aedes sp.,
Culiseta SP.., Culex sp.), moscas (Phlebotomus Sp..,
Culicoides sp.), particularmente tripideos da ervilha,
moscas dos estabulos e mosquitos picadores, carragas
(Dermmacenter sp., Ornithodoros sp., Otobius sp.), pulgas
(por exemplo, a ordem Siphonaptera, incluindo os géneros

Xenopsylla, Pulex e Ctenocephalides felis felis); e latex.

Alergénios anafilaticos sado aqueles antigénios que colocam
individuos hipersensiveis em risco de uma reagao
anafilatica. Anafilaxia ¢é uma reagdo alérgica aguda e
sistémica que ocorre depois de um individuo ter ficado
sensibilizado a um antigénio. A anafilaxia esta associada a
produgdo de niveis elevados de anticorpos IgE e a
libertacao de histaminas, gue causam contrag¢des musculares,
constricao das vias aéreas e dilatacao de vasos sanguineos.
Os sintomas de reagdes anafilaticas incluem urticdaria,
prurido generalizado, congestao nasal, respiracao ruidosa,
dificuldade em respirar, tosse, <cianose, atordoamento,
tonturas, confusédo, discurso pouco claro, pulsagao rapida,
palpitagbes, nauseas e vdémitos, dor abdominal ou caibras,
vermelhidao ou inflamagcao da pele, dilatagao nasal,

retragdes intercostais, etc.

Asma, como definido aqui, ¢é uma sindroma tipicamente
caracterizada pelas trés caracteristicas cardinais de
obstrugdo intermitente e reversivel das vias aéreas,

hiperreatividade das vias aéreas e inflamagao das vias
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aéreas, que podem surgir devido a interacgdes entre
multiplos fatores genéticos e ambientais. A asma ¢é
caracterizada pela presenca de células, como eosindfilos,
mastécitos, baséfilos e linfécitos T CD25', nas paredes das
vias aéreas. Ha uma interacgdo prodxima entre estas células
devido a atividade de citoquinas, que tém uma variedade de
propriedades de comunicagao e efetoras bioldégicas.
Quimioquinas atraem células para o sitio de inflamacao e
citoquinas ativam-nas, resultando em inflamagao e danos na
mucosa. Com o caracter «c¢rénico do processo ocorrem
alteragdes secundarias, como espessamento de membranas
basais e fibrose. A doencga é caracterizada por
hiperreatividade aumentada das vias aéreas a uma variedade
de estimulos, e inflamacdo das vias aéreas. Um paciente
diagnosticado como sendo asmatico tera geralmente multiplas
indicag¢des ao longo do tempo, incluindo respiracgao ruidosa,
ataques asmaticos e uma resposta positiva a provocagdo com
metacolina, isto é, um PC20 por provocacado com metacolina
menor do que cerca de 4 mg/mL. Podem encontrar-se
diretrizes para diagndéstico, por exemplo, no "National
Asthma Education Program Expert Panel Guidelines for
Diagnosis and Management of Asthma”", National Institutes of

Health, 1991, Publicacao N° 91-3042.

Células NKT constituem uma subpopulacdo de linfécitos
abundante no timo, baco, figado e medula o6ssea e também
presente no pulmao. Desenvolvem-se no timo a partir das
células progenitoras CD4'CD8" e circulam no sangue, tém
granulos citoplasmaticos distintos e podem ser
funcionalmente identificadas pela sua capacidade para matar
certas linhas de células tumorais linfoides in vitro sem
necessidade de imunizacdo ou ativacao prévia. O mecanismo

de morte de células NKT é o mesmo utilizado pelas células T
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citotdxicas geradas numa resposta imunoldgica adaptativa;
granulos citotdéxicos sdo libertados na superficie da célula
alvo ligada, e as proteinas efetoras gue contém penetram na

membrana celular e induzem morte celular programada.

As células NKT expressam marcadores de superficie gue sao
caracteristicos de células assassinas naturais (como NK1.1
e CD161) e células T convencionais (como TCRs). Varias
células NKT reconhecem antigénios glicolipidicos
apresentados pela proteina CDld do tipo complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) de classe I nao polimdérfica e

expressam um TCR invariante em ratinhos.

Recetor de antigénios de células NKT. O recetor de
antigénios de células NKT é um recetor de células T o:fB
composto por duas cadeias proteicas, recetor de células T o
e recetor de células T B. Tal como com o recetor em células
T convencionais, cré-se que o recetor de células NKT nao
reconhece um antigénio no seu estado nativo. Células T
convencionais reconhecem um ligando composto de um
antigénio peptidico ligado a uma molécula MHC. Cré-se que a
molécula apresentadora para o recetor de antigénios de
células NKT seja CDld, que muitas vezes esta associada a
glicolipidos, em vez de fragmentos peptidicos. Cré-se que,
de modo andlogo a outras moléculas MHC de classe I, o
antigénio ligado € ensanduichado entre os dois segmentos o-
helicoidais da CDld. O recetor de células T interage com
este ligando composto, fazendo contactos com CDlId e com o©

antigénio.

As sequéncias de aminocdcidos de recetores de células T
mostram gque ambas as cadeias tém uma regido variavel (V)

amino-terminal com homologia a um dominio v de
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imunoglobulina, uma regiao constante (C) com homologia a um
dominio C de imunoglobulina, e uma pequena regidao conetora
contendo um residuo cisteina que forma a ligacao
dissulfureto intercadeias. Cada cadeia abrange a bicamada
lipidica por um dominio transmembranar hidrdéfobo, e termina

numa pequena cauda citoplasmatica.

O locus TCRa contém segmentos genéticos V e J (Vo e Ju). O
locus TCRB contém segmentos genéticos D para além de
segmentos genéticos VB e JB. As terceiras alcas
hipervaridveis (CDR3s) das cadeias o e B de recetores de
células T, para as gquails contribuem os segmentos genéticos
D e J, formam o centro do sitio de ligacadao de antigénios de
um recetor de células T; a periferia do sitio consiste no
equivalente das algas CDR1 e CDR2, que sao codificadas nos

segmentos genéticos Vo e VB da linha germinativa.

O recetor de células T de células NKT consiste, em humanos,
num rearranjo Vo24JoQ invariante emparelhado
preferencialmente com uma cadeia VR11 variavel. No ratinho,
as células NKT expressam um rearranjo VoldJo281l invariante

emparelhado com VB8, VB7 ou VR2 variavel.

CD1: CD1 é uma molécula nao polimérfica do tipo MHC de
classe I nao codificada por MHC gque pode ser encontrada
associada de modo ndo covalente a microglobulina B, (B.m).
Em humanos foram identificadas c¢inco isoformas da CD1
(Chla, b, ¢, d e e), e é conhecido gue células B humanas
expressam CDlc e CDld. Em ratinhos sé foi identificada a
isoforma CDld. Foi demonstrado que as moléculas CD1 séao
moléculas apresentadoras de antigénios para glicolipidos e

péptidos hidrdéfobos. Nalgumas formas de realizagao da



13

-

invencao, a isoforma de CD1 ¢é CDld, gque interage com O

recetor de antigénios de células NKT.

As isoformas humana e de ratinho da CD1 foram clonadas e
caracterizadas guanto a sua sequéncia. A seqguéncia da CDla
humana pode ser encontrada na Genbank, nuUmero de acesso
M28825. A sequéncia da CDlb pode ser encontrada na secgao
PIR1 da Base de Dados de Sequéncias Proteicas, tiragem
64.00, 31 de margo de 2000, numeros de acesso B39957;
B45801; e 179470 (Martin et al. (1987) Proc Natl Acad Sci U
S A 84(24): 9189-93). A sequéncia da CDlc pode encontrar-se
em PIR1, nuUmeros de acesso C45801; C39957; e 179472 (Aruffo
e Seed (1989) J. Immunol. 143: 1723-1730). A CDld humana
pode encontrar-se na Genbank, nUmero de acesso J04142 (Balk
et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86 (1), 252-
256). A sequéncia da CCDle humana pode encontrar-se na
Genbank, numero de acesso X14975, X15110 (Calabi et al.
(1989) Eur. J. Immunol. 19 (2), 285-292).

Para as finalidades da presente 1invencgao, O agente
anergizante ligar-se-a a proteina CD1 presente em células
apresentadoras de antigénios do paciente a ser tratado.
Isto é, para terapia humana, o agente anergizante ligar-se-
a a CDl humana, e afins. Uma vez que a CDl ndo & altamente
polimérfica, um paciente geralmente expressard a proteina
de tipo selvagem como descrito acima, apesar de poder haver
excegbes gquando um paciente expressa uma forma variante da

proteina.

Agentes podem ligar-se especificamente a uma ou mais das
isoformas da CD1 humana, particularmente isoformas
expressas em células apresentadoras de antigénios, por

exemplo, CDld. Numa forma de realizagao alternativa, um
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agente anergizante com reatividade cruzada 9gque reconhece
epitopos comuns em todas as isoformas da CD1, ou um
"cocktail™ de agentes especificos para isoformas, é
utilizado para se ligar em geral a todas as 1isoformas

presentes no paciente.

Agentes 1inibidores de células NKT: sdo moléculas due
interferem na ativagcao de células NKT através do seu
recetor de antigénios, por exemplo, por ligacao competitiva
ou nao competitiva ao dominio extracelular da CD1, ou aos
recetores de antigénios de células T, ou que blogqueiam a
apresentagaoc de um antigénio ativador. Habitualmente, a
afinidade de 1ligac¢do do agente inibidor serd pelo menos
cerca de 100 pM. Agentes 1inibidores podem ser péptidos,
lipidos, por exemplo, glicolipidos, fosfolipidos, etc.,
isoladamente ou em combinacdo com um péptido; peguenas
moléculas organicas, péptido-miméticos, recetores de
células T soluveis, ou afins. Glicolipidos sao um agente

blogqueador preferido.

Numa forma de realizagao da invengao, o agente inibidor de
células NKT é um glicolipido anergizante. Glicolipidos de
interesse tém a estrutura geral:

e
em que L & um lipido e G é um sacarido, gque pode ser uma
hexose ou uma pentose, e pode ser um mono-, di-, tri-,
oligo ou polissacarido, ou um derivado destes. Agucares de
interesse incluem alose, altrose, glucose, manose, gulose,
idose, galactose, talose, frutose, maltose, lactose e
sucrose. A ligacgcao entre o acgucar e o lipido pode ocorrer
em qualquer dos atomos O, habitualmente na posicédo 1, 2, 3

ou 4, mais habitualmente na posicao 1. A 1ligagao pode
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adotar a configuracao alfa ou beta; nalgumas formas de
realizacdo especificas, a ligacdo adota a configuracao
beta. Lipidos de interesse incluem ceramidas, com uma

cadeia acilo e uma cadeia esfingosina.

Por exemplo, o agente inibidor de células NKT pode ter a

estrutura:

L3

j,ai}i,

el -\Tf ~aR
OR
em que L é um lipido e R ¢é selecionado do grupo dgue
consiste em H, um acgucar pentose, um ag¢uUcar hexose, um
oligo- ou polissacarido; ou um grupo algquilo, arilo ou
alcenilo, como um Cl até Cé6 algquilo de cadeia curta, cujo
alquilo esta opcionalmente substituido, cujo substituinte
pode incluir, sem limitagao, um grupo alguilo, arilo,
alcenilo, aralquilo, aralcenilo, cicloalquilo,
cicloalquilalquilo ou cicloalquilalcenilo; e pode conter um
ou mais heterodtomos N, S ou 0. Cada um dos atomos O pode
estar na orientagao o ou [, por exemplo, glucose,

galactose, manose, etc.

Numa forma de realizagao da invencgao, G tem a estrutura:

em que G €& uma galactose, e em que a ligagao a L (como

mostrado) ocorre na posicao 1, na configuracgao o ou p.
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Alguns lipidos podem ser utilizados como L, incluindo C8
até C30 acidos gordos, &alcoois secundarios de cadeia longa,
aminodlcoois de cadeia longa, amidas de &acidos gordos com
bases di- ou tri-hidroxi de cadeia 1longa, e afins. Por
exemplo, uma fracdo glicosilo (uma ou varias unidades) pode
ser ligada a um grupo hidroxilo de um &lcool gordo ou
hidroxi &alcool gordo, ou a um grupo carbonilo de um &cido
gordo. Exemplos de 1lipidos adequados incluem ceramidas,
esfingomielina, cerebrodsidos, e afins, incluindo
esfingosina, di-hidroesfingosina, C20-di-hidroesfingosina,
fitoesfingosina, C20-fitoesfingosina, desidrofito-

esfingosina, esfingadienina, etc.

Foram descritas Dbases esfingoides de cadeia ramificada
nalguns invertebrados marinhos. Assim, foili mostrado que uma
base com uma cadeia C19 alquilo ramificada e trés ligacgbes
duplas, 2—-amino-9-metil-4, 8, 10-octadecatrieno-1, 2-diol,
esta presente em glucosilceramida da estrela-do-mar (Irie A
et al., J Biochem 1990, 107, 578) e em esfingomielina de
nervo de lula (Ohashi et al., J Lipid Res 2000, 41, 1118).
Foi encontrada uma base ramificada com duas ligagdes duplas
em cerebrésidos de uma anémona-do-mar (Karlsson et al.,
Biochim Biophys Acta 1979, 574, 79) e de micélios de um
fungo (Kawali et al., J Lipid Res 1985, 26, 338).

Ceramidas sdo amidas de acidos gordos com bases di- ou tri-
hidroxi de cadeia longa, em gue a mais comum em anhimais é
esfingosina e em plantas é fitoesfingosina. O grupo acilo
das ceramidas consiste geralmente num acido gordo saturado
ou monoinsaturado de cadeia longa. Os 4&acidos gordos mais
frequentes encontrados em ceramidas animais sao 18:0, 24:0
e 24:1(n-9), também se encontrando hidroxi acidos gordos de

cadeia longa.



17

Numa forma de realizagdo, o inibidor de células NKT tem a

\‘Rg
#yﬁﬁ

estrutura:

-~
b
\\_ NS C N O

*

4

ey . P
R‘_@r \\‘x;

1

em que R e R?

podem ser iguais ou diferentes e sao
independentemente selecionados de um alquilo ou alcenilo
possuindo desde cerca de 8 até 30 carbonos, gque pode ser
linear ou ramificado, habitualmente linear, e habitualmente
possuindo nao mais do que O, 1, 2 ou 3 ligacgdes
insaturadas, cuja cadeia pode estar opcionalmente
substituida ou fosforilada ou sulfatada; ou um derivado

destes, incluindo ésteres e afins; e

Cada R pode ser igual ou diferente e ¢é independentemente
selecionado do grupo que consiste em H, OH, um éter de um
grupo alquilo de <cadeia curta arilo ou alcenilo, cujo
alquilo esta opcionalmente substituido, cujo substituinte
pode incluir, sem limitag¢ao, um grupo alguilo, arilo,
alcenilo, aralquilo, aralcenilo, cicloalquilo,
cicloalquilalquilo ou cicloalquilalcenilo; e pode conter um
ou mais heterocdatomos N, S ou O, um aglUcar pentose ligado a
O, um ag¢ucar hexose ligado a 0O, um oligo- ou polissacarido
ligado a 0; ou um grupo alquilo, arilo ou alcenilo, como um

Cl até C6 alquilo de cadeia curta, cujo alquilo esta
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opcionalmente substituido, cujo substituinte pode incluir,
sem limitacao, um grupo alquilo, arilo, alcenilo,
aralquilo, aralcenilo, cicloalquilo, cicloalguilalguilo ou
cicloalquilalcenilo; e pode conter um ou mais heterodtomos
N, S ou 0. Cada um dos atomos R pode estar na orientacgdo o

ou B, por exemplo, glucose, galactose, manose, etc.

Numa forma de realizacdo, o inibidor de células NKT tem a

estrutura:

em que R; é: (i) hidrogénio; ou (ii) -SOR1p9, em que Rip é:
halo; hidroxi; OR11; OR12; amino; NHRi1; N(Ri1)2; NHRiz;
N(Ri2)2; aralquilamino; ou C;-C;p; alquilo opcionalmente
substituido com halo, hidroxi, oxo, nitro, ORj1, ORiz,
aciloxi, amino, NHRii, N(Ri1)2, NHRiz, N(Riz)2, aralquilamino,
mercapto, tioalcoxi, S(O)R11, S{0O)R1z, SO-R11, SOsR12,
NHSOsR11, NHSO,R12, sulfato, fosfato, ciano, carboxilo,
C(O)R11, C(O)Ri2, C(O)ORy1, C(O)NHz, C(O)NHR11, C(O)N(R11)2,
C3-C19 cicloalquilo contendo 0-3 Riz, C3-Cig heterociclilo
contendo 0-3 Ri3, Cy,-Cg alcenilo, Cy,-Cs alcinilo, Cs-Cig
cicloalcenilo, Cs5_Cqg heterocicloalcenilo, Cg—Cog arilo
contendo 0-3 Rj4, ou heteroarilo contendo 0-3 Rjs; ou

C3-Cqg cicloalquilo, C3-C1g heterociclilo, Cs5-Cig
cicloalcenilo, ou Cs5.Ciy heterocicloalcenilo opcionalmente

substituido com um ou mais halo, hidroxi, oxo, ORj;, ORjis,
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aciloxi, nitro, amino, NHR11, N(R11) 2, NHR1,, N{(R12) 2,
aralquilamino, mercapto, ticalcoxi, S(0O)Rii, S(O)Riz, SOzRi1,
SO-R12, NHSO2R11, NHSO2R12, sulfato, fosfato, ciano,
carboxilo, C{(O)R11, C(O)R12, C{(O)OR11, C{(O)NH;, C(O)NHR;1,
C(O)N(R11) 2, alquilo, haloalquilo, C3-C1o0 cicloalquilo
contendo 0-3 Rji3, C3-Cig heterociclilo contendo 0-3 Ri3, C,-Csg
alcenilo, C,_Cg alcinilo, Cs-C1g cicloalcenilo, Cs5_Cig
heterocicloalcenilo, Cg-Cyp aril-heterocarilo contendo 0-3
Riz, ou Cg-Cyy heterocarilo contendo 0-3 Rjs; ou

C,_Cs alcenilo, C,_C¢ alcinilo, arilo, ou heterocarilo
opcionalmente substituido com um ou mais halo, hidroxi,
OR11, ORj2, aciloxi, nitro, amino, NHRj;, N({(Rii)>, NHRi,,
N{(R1s) o, aralquilamino, mercapto, tiocalcoxi, S{(O)R11,
S{O)R12, SO3R;;, SO3R;p, NHSOzR;;, NHSO;R;», sulfato, fosfato,
ciano, carboxilo, C(O)R11, C(O)R1s, C(0O)OR11, C(O)NH,,
C(O)NHR;11, C(O)N(R11) 2, alquilo, halocalquilo, C3-Cqg
cicloalgquilo contendo 0-3 Rj3, C3-Cyip heterociclilo contendo
0-3 Ri3, Cy,-C4 alcenilo, Cy,-C4 alcinilo, Cs-Cip cicloalcenilo,
C5-C19 heterocicloalcenilo, Cg-Cyy arilo contendo 0-3 Rjs, ou
Cs—Cyy heterocarilo contendo 0-3 Rjs; ou

(1ii) -C(O)R1g9, em que Ry €& definido como acima; ou (iv)-
C(R1g)2(R15), em que Rjy; € definido como acima; Rz é
hidrogénio, Rip, ou Ris e R; tomados em conjunto formam uma
ligagao dupla entre os atomos de carbono e azoto aos quais
estao ligados; ou (v) R; e Ry tomados em conjunto formam um
heterociclilo de 3-10 4atomos de anel opcionalmente
substituido com Ripg; Ry é hidrogénio, ou R; e Rijs tomados em
conjunto formam uma ligagao dupla entre os atomos de
carbono e azoto aos quais estao ligados, ou Ry e R; tomados
em conjunto formam um heterociclilo de 3-10 atomos de anel
opcionalmente substituido com Rig;

Rs, Rs, Rs, R¢ e Ry, <cada um independentemente, sao

hidrogénio, C1-C¢ alquilo, Cg-Ci1» aralquilo, ou C;-C¢ acilo;
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Rg € - (CH;)xCHs; Rg € um C3-Cig90 alquilo linear ou ramificado;
Ri1 é C1-Cy algquilo opcionalmente substituido com halo,
hidroxi, alcoxi, amino, alquilamino, dialgquilamino,
sulfato, ou fosfato; Ri; é arilo opcionalmente substituido
com halo, haloalgquilo, hidroxi, alcoxi, nitro, amino,
algquilamino, dialquilamino, sulfato, ou fosfato; Cada Ri; €
independentemente halo, haloalquilo, hidroxi, alcoxi, oxo,
amino, alquilamino, dialguilamino, sulfato, ou fosfato;
Cada Rj; é independentemente halo, haloalguilo, hidroxi,
alcoxi, nitro, amino, alquilamino, dialquilamino, sulfato,

ou fosfato; e X é& 1-100.

Referindo-nos a férmula acima, um subconjunto dos compostos
descritos acima consiste naqueles em que X é 24 e Rg € n-

tetradecilo.

Outros substituintes adequados sao descritos em
PCT/US2003/008530. O documento PCT/US2003/008530 & dirigido
a forma o dos compostos; no entanto, é pretendido aqui que

o0 mesmo tipo de substituig¢des possa ser feito na forma B.

FEnsaios de Rastreio: Agentes candidatos podem ser
rastreados quanto a sua capacidade para inibir a ativacao
de células NKT. Ensaios para determinar a afinidade e
especificidade da ligacgdo sao conhecidos na area, incluindo
ensaios competitivos e nao competitivos. Ensaios de
interesse incluem ELISA, RIA, citometria de fluxo, etc.
Ensaios de ligagao podem ligar CDl1 a uma matriz sdédlida,
depois adicionar o ligando (agente) candidato a CD1 ligada.
A afinidade da ligacgao pode ser medida por espetroscopia de
ressonadncia de plasmbdes (ensaio Biacore). Alternativamente,

o agente bloqueador candidato pode ser combinado com a CDI1
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ligada na presenga de um competidor, por exemplo, um

glicolipido, etc.

Também podem ser realizados ensaios de ligacgdo para avaliar
de um agente candidato interfere na ligacao de moléculas a
CD1l; ou interfere na interacdo entre o recetor de células
NKT e um complexo CDl/glicolipido. Um ensaio para
determinar se um agente candidato pode ligar-se ao recetor
de células NKT (NKTCR) pode empregar um dimero ou tetramero
de CDl1 (ver Kronenberg et al. (2001) P.N.A.S. 98: 2950-
2952). Por exemplo, um tetrdmero de CD1 pode ser carregado
com um agente candidato; o complexo resultante ¢é entéao
contactado com NKTCR, habitualmente células NKT, e o nivel
de ligagao é quantificado, por exemplo, por citometria de
fluxo. Como controlo positivo, a ligacdo de um tetrémero de
CDl/o-galactosilceramida pode ser quantificada, ou
utilizada um ensaio de ligacao competitiva. Nalgumas formas
de realizacgdo, o agente de interesse ligar-se-a ao NKTCR

nestas condigdes.

Noutras formas de realizacgdo, um agente de interesse ira
interferir com um agonista que se liga a CD1 e TCR. Esse
bloqueio pode ser avaliado carregando primeiramente o
controlo positivo (agonista, como o-galcer) em dimeros ou
tetrdmeros de CD1, cujos tetrameros podem ser etiquetados
de forma detetéavel. O reagente resultante é utilizado para
ligagcao a uma populagao de células NKT, cuja ligacao é
quantificada, por exemplo, por citometria de fluxo. Para
mostrar que um agente candidato interrompe a ligagao, o
tetramero ¢ pré-incubado com o antagonista do candidato,
depois é carregado com o agonista, e o complexo resultante
¢ comparado com o complexo de agonista quanto a sua

capacidade de ligacdo a células NKT. Nalgumas formas de
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realizacgao, o agente de interesse 1ira interferir na

interacao entre a ligacgao de um agonista e CDI1.

Em geral, uma pluralidade de misturas de ensaio ¢é
processada em paralelo com diferentes concentragdes do
agente, para se obter uma resposta diferencial as varias
concentracgdes. Tipicamente, uma destas concentragdes serve
de controlo negativo, 1isto ¢é, a concentracadao nula ou

inferior ao nivel de detecao.

Ensaios de interesse sao dirigidos a agentes que inibem a
fungdao imunoldégica de células NKT. Ensaios de interesse
podem ser dirigidos a ensaios de ligacao para o recetor de
células NKT, e/ou CD1l; ou podem utilizar ensaios funcionais
dirigidos a uma avaliacao da ativacgdo de células NKT, e/ou

modelos animais para ativacao de células NKT.

Um ensaio funcional in vitro gque pode ser utilizado para
rastreio de compostos inibidores baseia-se na capacidade da
a—galactosilceramida para ativar células NKT em misturas de
células imunoldégicas, como células de baco de ratinho, que
incluem células NKT e células apresentadoras de antigénios.
Tipicamente, a o-galactosilceramida ¢ adicionada a cultura
de células durante 24 horas, e a ativacao ¢é avaliada por
proliferacao celular e a secrecao de IL-4 e IFN-y para o

sobrenadante de cultura.

O rastreio de compostos inibidores pode ser efetuado por
pré-incubagdo da mistura de células com a molécula
inibidora (antagonista) candidata, depois adicao da
molécula ativadora (agonista) a-galactosilceramida e
avaliagao da proliferagao celular. Os sobrenadantes sao

avaliados 24 horas depois quanto a secrecgdo de citoquinas.
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A  poténcia inibidora ¢é determinada pela reducdo da
proliferagcdo e secregao de citoquinas. Alternativamente,
culturas de células podem incluir células NKT purificadas e
células apresentadoras de antigénios purificadas, em

particular células dendriticas.

Agentes candidatos sao obtidos de uma grande variedade de
fontes, incluindo bibliotecas de compostos sintéticos ou
naturais. Por exemplo, estao disponiveis numerosos meios
para sintese aleatdéria e dirigida de uma grande variedade
de compostos orgdnicos e biomoléculas. Alternativamente,
bibliotecas de compostos naturais na forma de extratos
bacterianos, fungicos, vegetais e animais estao disponiveis
ou sao facilmente produzidas. Adicionalmente, bibliotecas e
compostos naturais ou produzidos de modo sintético sao
facilmente modificados por meios quimicos, fisicos e
bioguimicos convencionais. Agentes farmacoldgicos

conhecidos podem ser sujeitos a modificagdes gquimicas

dirigidas ou aleatérias, como acilacgao, alquilacgao,
esterificacgao, amidacgao, para produzir analogos
estruturais.

Para o tratamento de asma sao interessantes anticorpos
especificos para CDl, com a finalidade de inibir ou
bloquear a ativacgao de NKT. Anticorpos adequados podem ser
obtidos por imunizacdo de um animal hospedeiro com péptidos
compreendendo a totalidade ou uma porcao da proteina CDI1.
Animais hospedeiros adequados incluem ratinho, rato,
ovelha, cabra, hamster, coelho, etc. A origem do imunogénio
proteico pode ser um ratinho, humano, rato, macaco, etc. Em
geral, o animal hospedeiro sera de uma espécie diferente da
do imunogénio, por exemplo, CD1 de ratinho utilizada para

imunizar hamsters, CD1l humana para imunizar ratinhos, etc.
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Péptidos derivados dessas regides altamente conservadas
podem ser utilizados como imunogénios para gerar anticorpos
com especificidade cruzada. O imunogénio pode compreender a
proteina completa, ou respetivos fragmentos e derivados.
Imunogénios preferidos compreendem a totalidade ou uma
parte do dominio extracelular da CD1 humana, em que estes
residuos podem conter as modificagbdes pds-tradugao, como
glicosilacgao, presentes na CD1 nativa. Imunogénios
compreendendo o dominio extracelular sdo produzidos de uma
variedade de modos conhecidos na area, por exemplo,
expressao de genes clonados utilizando métodos
recombinantes convencionais, isolamento a partir de células
T, populacdes de células submetidas a triagem gque expressam
niveis elevados de CD1, etc. Anticorpos monoclonais séao
produzidos por técnicas convencionais. Em geral, o bacgo
e/ou nodos linfdaticos de um animal hospedeiro imunizado
proporcionam uma fonte de células plasmaticas. As células
plasmaticas sao imortalizadas por fusao com células de
mieloma, para produzir células de hibridoma. O sobrenadante
de cultura de hibridomas individuais é rastreado utilizando
técnicas comuns para identificar aqueles que produzem
anticorpos com a especificidade desejada. Animais adequados
para a produgao de anticorpos monoclonails para a proteina
humana incluem ratinho, rato, hamster, etc. Para dirigir
anticorpos contra a proteina de ratinho, o animal sera
geralmente um hamster, porgquinho-da-india, coelho, etc. O
anticorpo pode ser purificado dos sobrenadantes de células
de hibridoma ou fluido de ascites por técnicas
convencionais, por exemplo, cromatografia de afinidade
utilizando CD1 ligada a um suporte insoluvel, proteina A
sefarose, etc. Para utilizagao in vivo, particularmente
para injecao em humanos, é desejavel diminuir a

antigenicidade do agente bloqueador. Uma resposta
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imunoldgica de um recetor contra o agente bloqueador ira
potencialmente diminuir o periodo de tempo durante o gqual a
terapia € eficaz. Ha varios métodos que podem ser seguidos
para proporcionar anticorpos humanos ou humanizados,
incluindo a produgao de anticorpos humanos em animais
hospedeiros transgénicos, modificacao de anticorpos animais
para "humanizar" o anticorpo ou dota-lo de "residuos
superficiais mutados”™; ou selecao de fragmentos de
anticorpos humanos num rastreio de expressao em fagos. Pode
encontrar-se uma revisao de anticorpos humanos e
humanizados em Vaughan et al. (1998) Nat. Biotech. 16: 535.
Métodos de humanizagcao de anticorpos sao conhecidos na
area. O anticorpo de interesse pode ser manipulado por
técnicas de DNA recombinante para substituir os CH1, CH2,
CH3, dominios conetores e/ou o dominio de arcabougco pela
sequéncia humana correspondente (ver WO 92/02190; Roguska
et al. (1994) P.N.A.S. 91: 969-973; Jones et al. (1986)
Nature 321: 522-525; Padlan (1991) Mol. Immunol. 28: 489-
498) .

Uma variedade de outros agentes pode ser incluida no ensaio
de rastreio. Estes incluem reagentes tais como sais,
proteinas neutras, por exemplo, albumina, detergentes,
etc., que podem ser utilizados para facilitar a ligacgao
6tima proteina-DNA e/ou reduzir interacgdes inespecificas ou
de fundo. Também podem ser utilizados reagentes que, de
outro modo, melhoram a eficiéncia do ensaio, como
inibidores de proteases, inibidores de nucleases, agentes

antimicrobianos, etc.

Ensaios funcionais de interesse incluem uma avaliacgao da
ativacdo funcional de células NKT num cenario in vitro ou

in vivo. A ativacgao pode ser medida por proliferacgao de
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células NKT; a libertacao de citoquinas, por exemplo, IFN-y
e/ou IL-4; a morte de células alvo, e afins. Controlos
positivos para a ativacgao podem incluir a utilizacao de o-
galactosilceramida, apresentada por células apresentadoras
de antigénios gque expressam uma CDl; ou um respetivo

analogo sem células, por exemplo, um tetrdmero de CDI1.

Células NKT podem ser isoladas de sangue periférico do
paciente wutilizando varios métodos de afinidade, por
exemplo, citometria de fluxo, esférulas imunomagnéticas,
etc. Ensaios de ativacgao podem ser realizados em clones de
células NKT ou hibridomas de células NKT, por exemplo,
utilizando c¢élulas humanas, células de roedores, etc.
Ensaios para monitorizacgao da ativacgao de células NKT sao
conhecidos na area, e incluem ensaios de proliferacado e
ensaios de libertacado de citoquinas, incluindo ensaios de

manchas de ELISA.

Ensaios de proliferacdo medem o nivel da proliferacgao de
células NKT em resposta a um antigénio especifico. Num
ensaio exemplificativo, células de bacgo de ratinho,
misturas de células NKT purificadas e células dendriticas,
etc., sao preparadas e lavadas, depois sao cultivadas na
presencga de um agente ativador, por exemplo, o-galactosil-
ceramida. As células sao habitualmente cultivadas durante
24 horas até varios dias. A proliferagdo induzida por
glicolipidos € avaliada pela monitorizagdo da sintese de

3

DNA pelas culturas, por exemplo, incorporacao de H-

timidina durante as Ultimas 18 horas da cultura.

Ensaios citotdxicos de células NKT medem o numero de
células NKT citotdxicas com atividade assassina. Células

NKT sdo testadas quanto a sua capacidade para matar células
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alvo. Num ensaio exemplificativo, células alvo sao
etiquetadas com Na°'Cr0O.. Em seguida, as células alvo sao
adicionadas a uma suspensao de células NKT potencialmente
ativadas. A citotoxicidade ¢é medida por quantificacao da
libertacao de NamCrO4 a partir de células 1lisadas. Sao
tipicamente incluidos no ensaio controlos para a libertacao
espontédnea e total. A libertacdo percentual especifica de
lor pode ser calculada com base numa percentagem da

libertacao esponténea.

0O ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) e outros
ensaios imunoespecificos podem ser utilizados para
determinar o perfil de citogquinas de células NKT ativadas,
e podem ser utilizados para monitorizar a expressao dessas
citoquinas, como IL-4, Vy-IFN, etc. Os anticorpos de captura
podem consistir em qualquer anticorpo especifico para uma
citoquina de interesse, em dgue sobrenadantes das culturas
de células NKT, como descrito acima, sdo convenientemente
utilizados como fonte do antigénio. Apds blogqueio e lavagem
adicionam-se anticorpos detetores etiquetados e determinam-
se as concentracgdes de proteinas presentes em funcao da

etiqueta que esta ligada.

Formulagdes

Os agentes inibidores de células NKT podem ser
proporcionados em solugao ou em dqualquer outra forma
farmacologicamente adequada para administracao. Os agentes
sao formulados para administracao de um modo habitual para
a administracdo desses materiais. Formulacgdes tipicas sao
as apresentadas em "Remington's Pharmaceutical Sciences",
ultima edigdo, Mack Publishing Company, Easton, PA. A via

de administracdo sera selecionada com base no composto a
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ser administrado, o estado do paciente e a doenca a ser
tratada. Um composto pode ser administrado por diferentes
vias dependendo da gravidade da doencga; por exemplo,
situacdes de emergéncia podem requerer administracgao i.v.,
uma situacao aguda mas sem risco de vida pode ser tratada
oralmente, ao Ppasso que um tratamento crdénico pode ser

administrado por aerossol.

Para utilizacao terapéutica, particularmente em doencgas das
vias aéreas, é preferida a distribuicgao local. A
distribuicdao por 1nalagao ou aerossdis de insuflacgao
proporciona concentragdes em nivel elevado de farmaco em
comparagao com a concentragao absorvida de modo sistémico.
Alternativamente, o agente pode ser administrado por
injegao, incluindo injeg¢ao intramuscular, intravenosa (IV),
subcutdnea ou peritoneal, muito preferivelmente injegbes IV
e locais. No entanto, também podem ser utilizados outros
modos de administracdao desde que estejam disponiveis meios
para permitir a entrada do agente na circulagadao sistémica,
como formulagdes orais, transmucosas ou transdérmicas, gque
podem ser aplicadas na forma de supositdrios, emplastros da
pele ou de modo 1intranasal. Pode ser apropriadamente
utilizada qualquer formulagao adequada que efetue a
transferéncia do agente para a corrente sanguinea ou

localmente para os pulmdes.

Para injecao, formulagdes adequadas compreendem geralmente
solugdes ou suspensdes aquosas utilizando soro fisioldgico,
solugao de Hank ou outros tampdes opcionalmente incluindo
agentes estabilizadores ou outros componentes minoritarios.
Também podem ser utilizadas preparagdes lipossédmicas e
outras formas de microemulsdes. O agente também pode ser

fornecido em forma liofilizada e reconstituido para
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administragao. Administrag¢des transmucosas e transdérmicas
incluem geralmente agentes que facilitam a passagem através
da barreira mucosa ou dérmica, como bilis, sails, acido
fusidico e seus andlogos, varios detergentes e afins.
Também € possivel administrag¢do oral (ver, por exemplo,

Miyamoto et al. (2001) Nature 413(6855): 531-4).

A natureza da formulacdo dependerd, nalguma extensdo, da
natureza do agente escolhido. Uma formulacao adequada é
preparada utilizando técnicas conhecidas e principios de
formulagao bem conhecidos dos profissionais. A percentagem
de agente contido numa composicao farmacéutica particular
também dependerd da natureza da formulagado; a percentagem
pode variar numa gama ampla desde cerca de 1% por peso até

cerca de 85% por peso.

Podem ser administrados agentes ao paciente afetado através
de um sistema de distribuic¢ao farmacéutica para a via de
inalagao. Os compostos podem ser formulados numa forma
adequada para administragao por inalacao. O sistema de
distribuicao farmacéutica é tal que é adegquado para terapia
respiratdéria por administracdo toépica dos respetivos
agentes em revestimentos de mucosa dos brdénguios. Esta
invengao pode empregar um sistema que dependa do poder de
um gas comprimido para expelir os agentes de um recipiente.
Para esta finalidade pode ser empregue um aerossol ou

embalagem pressurizada.

Como wusado aqui, o termo "aerossol" ¢é utilizado no seu
sentido convencional, referindo-se a particulas ligquidas ou
s6lidas muito finas transportadas, por um gas impulsor sob
pressao, para um sitio de aplicacao terapéutica. Quando for

empregue nesta i1nvengao um aerossol farmacéutico, o
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aerossol contera o composto terapeuticamente ativo, que
pode estar dissolvido, suspenso ou emulsionado numa mistura
de um transportador fluido e um impulsor. O aerossol pode
estar na forma de uma solugdo, suspensao, emulsao, pd ou
preparagao semissdlida. Os aerossdis empregues na presente
invengao destinam-se a administracdo na forma de particulas
s6lidas finas ou de nevoeiros ligquidos wvia o trato
respiratério de um paciente. Podem ser utilizados varios
tipos de impulsores conhecidos do profissional. Exemplos de
impulsores adequados incluem mas nao estdao limitados a
hidrocarbonetos ou outro gas adequado. No caso do aerossol
pressurizado, a unidade de dosagem pode ser determinada
estabelecendo um valor para distribuicao de uma quantidade

medida.

A presente invencao também pode ser implementada com um
nebulizador, gque ¢é um instrumento que gera particulas
liquidas muito finas de tamanho substancialmente uniforme
num gas. Preferivelmente, um liquido contendo o agente é
disperso na forma de goticulas. As pequenas goticulas podem
ser transportadas por uma corrente de ar através de um tubo
de descarga do nebulizador. O nevoeiro resultante penetra

no trato respiratdério do paciente.

Uma composicao em pd contendo o agente, com ou sem um
lubrificante, transportador ou impulsor, pode ser
administrada a um mamifero necessitado de terapia. Esta
forma de realizacgao da invencgao pode ser implementada com
um dispositivo convencional para administrar uma composicao
farmacéutica em pd por inalacgdo. Por exemplo, uma mistura
em pd do composto e uma base em pd adequada, como lactose
ou amido, pode ser apresentada em forma galénica unitaria,

por exemplo, em embalagens capsulares ou cartuchos, por
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exemplo, gelatina, ou alveolares, de onde o pd pode ser

administrado com o auxilio de um inalador.

As microparticulas contendo o agente podem ser mantidas
como tal, isto é, na forma de um pd seco, num recipiente.
Durante o armazenamento ou na formulacdo podem ser
misturadas com quaisquer agentes farmacéuticos,
transportadores, diluentes adequados, etc., e podem ser
processadas por gualquer técnica desejada para dar origem a
um produto com as propriedades pretendidas para a
utilizagdo terapéutica final. Em particular, € conhecida
dos profissionais a formulacao de particulas para
formulagbes que possam ser distribuidas no pulmdo, por

exemplo, utilizando uma dose medida ou inalador de pd seco.

Pode ser usado agui um T"excipiente farmaceuticamente
aceitavel", e refere-se a um composto, que ¢ Util na
preparacao de uma composicao farmacéutica, que geralmente é
seguro, nao tdéxico e ndo €& indesejavel do ponto de vista
biolégico ou outro, e incluil excipientes que sdo aceitaveis
para utilizacgao farmacéutica. Um excipiente
farmaceuticamente aceitavel, como usado na especificacgdo e
reivindicagdes, inclui um e mais do que um desses
excipientes. Alguns exemplos de excipientes adequados
incluem lactose, dextrose, sucrose, sorbitol, manitol,
amidos, goma de acacia, fosfato de «calcio, alginatos,
tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulose
microcristalina, polivinilpirrolidona, fosfatidilcolina,

celulose, agua esterilizada, xarope e metilcelulose.

As formulagdes podem adicionalmente incluir: agentes
lubrificantes, como talco, estearato de magnésio e 6leo

mineral; agentes humedecedores; agentes emulsionantes e de
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suspensao; e agentes conservantes, tais como hidroxi-

benzoatos de metilo e propilo e alcool benzilico.

A formulacao contendo o agente ativo da presente invencgao
pode ser formulada com vVvarios excipientes. Excipientes
farmaceuticamente aceitaveis podem ser volateis ou néo
volateis. 0Os excipientes volateis, quando aquecidos, sao
concorrentemente volatilizados, transformados em aerossdis
e inalados com o) anti-histaminico. Classes desses
exclipientes sdo conhecidas na &area e incluem, sem
limitacgao, solventes gasosos, fluidos supercriticos,
liquidos e sdélidos. Apresenta-se em seguida uma lista de
transportadores exemplificativos dentro das classes: agua;
terpenos, Ccomo mentol; alcoois, como etanol,
propilenoglicol, glicerol e outros &alcoois semelhantes;
dimetilformamida; dimetilacetamida; cera; didéxido de
carbono supercritico; gelo seco, e misturas destes. Outros
exemplos de excipientes incluem, apenas a titulo
exemplificativo, surfactantes, que sao moléculas
anfifilicas possuindo uma fragao lipdéfila e uma hidrdédfila,
com um equilibrio variavel entre estas duas
caracteristicas. Se a molécula for 1lipdéfila, a Dbaixa
solubilidade da substédncia em agua pode limitar a sua
utilidade. No entanto, se a parte hidréfila dominar de modo
esmagador, as propriedades de atividade de superficie da
molécula podem ser minimas. Em consequéncia, para ser
eficaz, o surfactante deve atingir um equilibrio apropriado
entre suficiente solubilidade e suficiente atividade de
superficie. Todos os sais Dbiliares e derivados de sais
biliares (sais de sdédio de ursodesoxicolato, taurocolato,
glicocolato e taurodi-hidrofusidato) aumentam eficazmente a

absorg¢ao no pulmao.
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Fosfolipidos, glicdsido, octilglucopirandsido,
alquilglicdsidos, Como tioglucopirandésidos e
maltopirandsidos, ciclodextrinas e seus derivados aumentam
eficazmente a absorg¢ao nasal, e podem funcionar de modo
semelhante no pulmao. Outros surfactantes potencialmente
Utelis sao salicilato de sdédio, bS-metoxissalicilato de
sédio, e os surfactantes de ocorréncia natural, como sais
do acido glicirrizina, glicdsidos de saponina e

acilcarnitinas.

Nas formulagbdes da presente invengao podem ser utilizados
lipidos, tais como, apenas a titulo exemplificativo,
lipidos sintéticos, semissintéticos ou de ocorréncia
natural, incluindo fosfolipidos, tocoferdis, esterdis,
acidos gordos, glicoproteinas, como albumina, lipidos com
carga negativa e lipidos catidnicos. Em termos de
fosfolipidos, podem incluir lipidos tais como
fosfatidilcolina do ovo (EPC), fosfatidilglicerol do ovo
(EPG), fosfatidilinositol do ovo (EPI), fosfatidilserina do
ovo (EPS), fosfatidiletanolamina (EPE) e acido fosfatidico
(EPA); os correspondentes da soja, fosfatidilcolina da soja
(SpC); SpG, SPS, SPI, ©SPE e SPA; o0s correspondentes
hidrogenados do ovo e da soja (por exemplo, HEPC, HSPC),
outros fosfolipidos constituidos por ligagdes éster de
acidos gordos nas posicgdes 2 e 3 de glicerol, contendo
cadeias com 12 até 26 atomos de carbono e diferentes grupos
principais na posigao I do glicerol, que incluem colina,
glicerol, inositol, serina, etanolamina, bem como os acidos
fosfatidicos correspondentes. As cadeias destes acidos
gordos podem ser saturadas ou insaturadas, e o fosfolipido
pode ser constituido por acidos gordos com diferentes
comprimentos de cadeias e diferentes graus de insaturacgao.

Em particular, as composigdes das formulagdes podem incluir
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DPPC, um constituinte maioritdario do surfactante pulmonar
de ocorréncia natural. Outros exemplos incluem dimiristoil-
fosfatidilcolina (DMPC) e dimiristoilfosfatidilglicerol
(DMPG) dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e dipalmitoil-
fosfatidilglicerol (DPPG) , diestearoilfosfatidilcolina
(DSPC) e diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG), dioleil-
fosfatidiletanolamina (DOPE) e fosfolipidos misturados,
tais como palmitoilestearoilfosfatidilcolina (PSPC) e
palmitoilestearolfosfatidilglicerol (PSPG), e fosfolipidos
de acilacao simples, como mono-oleoil-fosfatidiletanolamina
(MOPE). Os esterdis podem incluir colesterol, ésteres de
colesterol incluindo hemissuccinato de colesterol, sais de
colesterol incluindo hidrogenossulfato de colesterol e
sulfato de colesterol, ergosterol, ésteres de ergosterol
incluindo hemissuccinato de ergosterol, sais de ergosterol
incluindo hidrogenossulfato de ergosterol e sulfato de
ergosterol, lanosterol, ésteres de lanosterol incluindo
hemissuccinato de lanosterol, sais de lanosterol incluindo
hidrogenossulfato de lanosterol e sulfato de lanosterol. Os
tocoferdis podem incluir tocoferdis, ésteres de tocoferdis
incluindo hemissuccinatos de tocoferol, sais de tocoferdis
incluindo hidrogenossulfatos de tocoferol e sulfatos de
tocoferol. O termo "composto esterol " inclui esterdis,

tocoferdis e afins.

Os lipidos catidnicos utilizados podem incluir sais de
aménio de 4acidos gordos, fosfolipidos e glicéridos. Os
acidos gordos incluem &cidos gordos com comprimentos da

cadeia carbonada de 12 até 26 atomos de carbono, gque sao

saturados ou insaturados. Alguns exemplos especificos
incluem: miristilamina, palmitilamina, laurilamina e
estearilamina, dilauroiletilfosfocolina (DLEP),

dimiristoiletilfosfocolina (DMEP) , dipalmitoiletil-
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fosfocolina (DPEP) e diestearoiletilfosfocolina (DSEP),
cloreto de N-(2,3-di-(9-(Z)-octadeceniloxi)-prop-1-il-
N,N,N-trimetilaménio (DOTMA) e 1,2-bis(oleociloxi)-3-
(trimetilaménio)propano (DOTAP) . Os lipidos de carga
negativa que podem ser wutilizados incluem fosfatidil-
glicerdis (PGs), acidos fosfatidicos (PAS),
fosfatidilinositdis (PIs) e as fosfatidilserinas (PSs).
Exemplos incluem DMPG, DPPG, DSPG, DMPA, DPPA, DSPA, DMPI,
DPPI, DSPI, DMPS, DPPS e DSPS.

Para intensificadores idnicos (por exemplo, os surfactantes
aniénicos descritos acima), a natureza do contraido pode
ser importante. O contraiao particular selecionado pode
influenciar as propriedades do po, solubilidade,
estabilidade, higroscopicidade e toxicidade local/sistémica
do intensificador ou de qualquer formulagao que contenha o
intensificador. Também pode afetar a estabilidade e/ou
solubilidade do agente ativo com o qual € combinado. Em
geral, ides metdalicos monovalentes, tais como sdédio,

potdssio, litio, rubidio e <c¢ésio, amoniaco e aminas

organicas. Exemplos dessas aminas organicas incluem
etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, 2-amino-2-
metiletilamina, betainas, etilenodiamina, N, N-

dibenziletilenotetramina, arginina, hexametilenotetramina,
histidina, N-metilpiperidina, lisina, piperazina,

espermidina, espermina e tris(hidroximetil)aminometano.

Outros excipientes que podem ser Uteis nas formulacgdes do
agente inibidor de células NKT podem ser, apenas a titulo
exemplificativo, microesferas de amido, e agentes quelantes
como um sal de sdédio do acido etilenodiaminotetracético

(EDTA) .
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A razao preferida para a combinagao agente inibidor de
células NKT/excipiente (ou agente 1inibidor de células
NKT/excipiente/diluente) pode ser facilmente determinada,
pelo profissional da area da farmacologia, por métodos
comuns com base em critérios tais como distribuicéao
eficiente e consistente da dosagem 6tima, minimizacdo de

efeitos secundarios e taxa de absorcao aceitavel.

Ha varios tipos diferentes de metodologias de inalacao que
podem ser empregues em conexao com a presente invencgao.
Antagonistas da presente invengao podem ser formulados em
basicamente trés tipos diferentes de formulagdes para
inalagao. Em primeiro lugar, inibidores da invengao podem
ser formulados com impulsores de baixo ponto de ebulicgao.
Essas formulagdes sao geralmente administradas por
inaladores de doses medidas (MDI's) convencionais. ©No
entanto, MDI's convencionais podem ser modificados de modo
a aumentar a capacidade para se obter uma dosagem repetivel
por utilizacdo de tecnologia que mede o volume inspiratdrio
e a taxa de fluxo do paciente, como discutido nas Patentes
U.S. 5,404,871 e 5,542,410. Alternativamente, os inibidores
da presente invengao podem ser formulados em solugdes
aquosas ou etandlicas e distribuidos por nebulizadores
convencionais. No entanto, mais preferivelmente, essas
formulagdes em solugao sao transformadas em aerossodis
utilizando dispositivos e sistemas como os divulgados na
Patente U.S. 5,497,763; 5,544,0646; 5,718,222; e 5,60600,1066.
Por fim, compostos inibidores da presente invencao podem
ser formulados em formulacdes de pd seco. Essas formulacgdes
podem ser administradas simplesmente inalando a formulacgao
de pd seco apds a criacao de um nevoeiro de aerossol do pd.

A tecnologia para implementa-lo é descrita na Patente U.S.
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5,775,320 registada em 7 de julho de 1998, e Patente U.S.
5,740,794 registada em 21 de abril de 1998.

Para preparacgdes orais, os agentes sao utilizados
isoladamente ou em combinacao com aditivos apropriados para
preparar comprimidos, pds, granulos ou cdapsulas, por
exemplo, com aditivos convencionais, como lactose, manitol,
amido de milho ou amido de batata; com aglutinantes, como
celulose cristalina, derivados de celulose, acacia, amido
de milho ou gelatinas; com desintegrantes, como amido de
milho, amido de batata ou carboximetilcelulose sddica; com
lubrificantes, como talco ou estearato de magnésio; e,
nalgumas formas de realizacao, com diluentes, agentes de
tamponamento, agentes humedecedores, conservantes e agentes

aromatizantes.

Numa forma de realizagao da invencao, as formulacgdes orais
compreendem revestimentos entéricos, de modo que o agente
ativo € distribuido no trato intestinal. Formulacdes
entéricas sado frequentemente usadas para proteger um
ingrediente ativo do contetdo fortemente acidico do
estbmago. Essas formulagdes sao criadas por revestimento de
uma forma galénica sdélida com um filme de um polimero que é
insoltivel em ambientes 4dcidos e soluvel em ambientes
basicos. Filmes exemplificativos sdo acetato de ftalato de
celulose, acetato de ftalato de polivinilo, ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose e acetato de succinato de
hidroxipropilmetilcelulose, copolimeros de metacrilato e

acetato de ftalato de celulose.

Outras formulagdes entéricas compreendem microesferas de
polimeros manipulados feitas de polimeros sujeitos a eroséao

bioldgica, gue exibem interagdes adesivas fortes com muco
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gastrointestinal e revestimentos celulares, podem
atravessar o epitélio de absorcdo da mucosa e o epitélio
associado ao foliculo gue recobre o tecido 1linfoide de
placas de Peyer. Os polimeros mantém contacto com o©
epitélio intestinal durante periodos prolongados de tempo e
penetram realmente nele, através e entre células. Ver, por
exemplo, Mathiowitz et al. (1997) Nature 386 (6623): 410-
414. Sistemas de distribuicdo de farmacos também podem
utilizar um nuUcleo de hidrogéis superporosos (SPH) e
compdsito de SPH (SPHC), como descrito por Dorkoosh et al.

(2001) J Control Release 71 (3): 307-18.

As formulagdes sao tipicamente proporcionadas numa forma
galénica unitadria, em que o termo "forma galénica unitaria"
se refere a unidades fisicamente discretas adequadas como
dosagens unitdrias para sujeitos humanos, em gque cada
unidade contém uma gquantidade predeterminada calculada numa
quantidade suficiente para produzir o efeito desejado,
associada a um diluente, transportador ou veiculo
farmaceuticamente aceitdvel. As especificagbdes das formas
galénicas unitdrias da presente invencao dependem do agente
particular empreque e do efeito a ser obtido, e da

farmacodindmica associada a cada complexo no hospedeiro.

Coformulagbes

0O agente 1inibidor de células NK T em questao pode ser
formulado ou administrado em conjungao com outros agentes
cuja agao consiste em atenuar os sintomas de SLE, asma,
etc. Estes agentes incluem farmacos anti-inflamatdérios nao-
esteroides (NSAIDs), por exemplo, 4dcido acetilsalicilico;
ibuprofeno; naproxeno; indometacina; nabumetona; tolmetina;

etc. Corticosteroides sao utilizados para reduzir
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inflamagao e suprimir a atividade do sistema imunoldégico. O
farmaco deste tipo mais habitualmente prescrito é
Prednisona. Cloroquina (Aralen) ou hidroxiclorogquina
(Plaguenil) também podem ser muito Uteis nalguns individuos
com lupus. Sao muito frequentemente ©prescritos para
sintomas de 1lUGpus na pele e articulagdes. Azatioprina
(Imuran) e ciclofosfamida (Cytoxan) suprimem inflamacao e
tendem a suprimir o sistema imunoldégico. Os efeitos
secunddrios destes farmacos incluem anemia, baixo numero de
gldébulos brancos e risco aumentado de infegao. Outros
agentes, por exemplo, metotrexato e ciclosporina, sao
utilizados para controlar os sintomas de lUpus. Ambos sao
farmacos imunomoduladores que tém os seus proprios efeitos
secundarios. Empregam-se anticoagulantes para prevenir a
coagulacgdo rdapida do sangue. Variam desde aspirina a dose
muito baixa, gque previne a adesao de plaquetas, até

heparina/coumadina.

Medicamentos que podem ser administrados em conjungao com O
agente inibidor de células NK T de acordo com a invengéo
incluem quaisquer farmacos utilmente distribuidos por
inalagao, por exemplo, analgésicos, por exemplo, codeina,
di-hidromorfina, ergotamina, fentanilo ou morfina;
preparagdes anginosas, por exemplo, diltiazem;
antialérgicos, por exemplo, cromoglicato, cetotifeno ou
nedocromil; anti-infeciosos, por exemplo, cefalosporinas,
penicilinas, estreptomicina, sulfonamidas, tetraciclinas ou
pentamidina; anti-histaminicos, por exemplo, metapirileno;
anti-inflamatdérios, por exemplo, beclometasona,
flunisolida, budesonida, tipredano, acetonido de
triancinolona ou fluticasona; antitussicos, por exemplo,
noscapina; broncodilatadores, por exemplo, efedrina,

adrenalina, fenoterol, formoterol, isoprenalina,
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metaproterenol, fenilefrina, fenilpropanolamina,
pirbuterol, reproterol, rimiterol, salbutamol, salmeterol,

terbutalina, isoetarina, tulobuterol, orciprenalina ou (-)-

4-amino-3,5-dicloro-oa-[[[6-[2-(2-piridinil)etoxi]-hexil]-
amino]metil]benzenometanol; diuréticos, por exemplo,
amilorida; anticolinérgicos, por exemplo, ipratrépio,

atropina ou oxitrdépio; hormonas, por exemplo, cortisona,
hidrocortisona ou prednisolona; xantinas, por exemplo,
aminofilina, teofilinato de colina, teofilinato de lisina
ou teofilina; e proteinas e péptidos terapéuticos, por
exemplo, insulina ou glucagon. Sera claro para o)
profissional que, quando apropriado, os medicamentos podem
ser utilizados na forma de sais (por exemplo, como sais de
metais alcalinos ou amina ou como sais de adicdo de acidos)
ou como ésteres (por exemplo, ésteres de alquilo de cadeia
curta) ou como solvatos (por exemplo, hidratos), para

otimizar a atividade e/ou estabilidade do medicamento.

Os agentes inibidores de células NKT sao administrados a um
paciente que sofre de ativacgdo indesejavel de células NKT,
cujos pacientes podem incluir individuos que sofrem de
doencas alérgicas, incluindo asma, de SLE, e afins. Os
pacientes com SLE podem sofrer de indicios da doenga na
pele, articulagdao, rim e/ou sistema nervoso central.
Noutras formas de realizacao, pacientes com cancro podem
beneficiar de métodos para inibir células NKT de modo a
atenuar a regulacdo negativa da imunovigilédncia. Pacientes
com aterosclerose também podem beneficiar dos métodos da

invencao.

Dosagens
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Podem ser empregues varios métodos de administracdo. A
formulagdo do agente pode ser inalada, injetada de forma
intravascular, subcutdnea, peritoneal, etc. A dosagem da
formulagdao terapéutica 1ira variar muito, dependendo da
natureza da doenca, da frequéncia da administracao, do modo
de administracao, da finalidade da administracao, da
eliminagao do agente a partir do hospedeiro, e afins. A
dosagem administrada ira variar dependendo de fatores
conhecidos, como as caracteristicas farmacodindmicas do
agente particular, modo e via de administrag¢ao, idade,
estado de saude e peso do recetor, natureza e extensdo dos
sintomas, tratamentos concorrentes, frequéncia do
tratamento e efeito desejado. A dose pode ser administrada
de modo tao infrequente quanto semanalmente ou
bissemanalmente, ou pode ser fracionada em doses mais
pequenas e administradas diariamente, semissemanalmente,
etc., para manter um nivel de dosagem eficaz. Em geral, uma
dosagem diaria de ingrediente ativo pode ser cerca de 0,1
até 100 mg/kg de peso do corpo. Formas galénicas adequadas
para administragdo interna contém geralmente desde cerca de
0,1 mg até 500 mgs de ingrediente ativo por unidade. O
ingrediente ativo pode variar desde 0,5 até 95% por peso

com base no peso total da composicao.

O ingrediente ativo pode variar desde 0,5 até 95% por peso

com base no peso total da composicao.

Nalgumas formas de realizacao, a dosagem do ingrediente
ativo por ser menor do que 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%,
14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%,

%, 0,5%, 0,4%, 0,3%, 0,2%, 0,1%, 0,09%, 0,08%, 0,07%,
0,06%, 0,05%, 0,04%, 0,03%, 0,02%, 0,01%, 0,009%, 0,008%,

0,007%, 0,006%, 0,005%, 0O,004%, ©0,003%, 0,002%, 0,001%,
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0,0009%, 0,0008%, 0,0007%, 0,0006%, 0,0005%, 0,0004%,
0,0003%, 0,0002% ou 0,0001% por peso com base no peso total

da composicao.

Nalgumas formas de realizacao, a dosagem do ingrediente
ativo pode ser maior do que 20%, 19,75%, 19,50%, 19,25%
19%, 18,75%, 18,50%, 18,25% 18%, 17,75%, 17,50%, 17,25%
17%, 16,75%, 16,50%, 16,25% 16%, 15,75%, 15,50%, 15,25%
15%, 14,75%, 14,50%, 14,25% 14%, 13,75%, 13,50%, 13,25%
13%, 12,75%, 12,50%, 12,25% 12%, 11,75%, 11,50%, 11,25%
11%, 10,75%, 10,50%, 10,25% 10%, 9,75%, 9,50%, 9,25% 9%,
8,75%, 8,50%, 8,25% 8%, 7,75%, 717,50%, 7,25% %, 6,75%,
6,50%, 6,25% 6%, 5,75%, 5,50%, 5,25% %, 4,75%, 4,50%,
4,25%, 4%, 3,75%, 3,50%, 3,25%, 3%, 2,75%, 2,50%, 2,25%,
2%, 1,75%, 1,50%, 125%, 1%, 0,5%, 0,4%, 0,3%, 0,2%, O0,1%,
0,09%, 0,08%, 0,07%, 0,06%, 0,05%, 0,04%, 0,03%, 0,02%,
0,01%, 0,009%, 0,008%, 0,007%, 0,006%, 0,005%, 0,004%,
0,003%, 0,002%, 0,001%, 0,0009%, 0,0008%, 0,0007%, 0,0006%,
0,0005%, 0,0004%, 0,0003%, 0,0002% ou 0,0001% por peso com

base no peso total da composigao.

Nalgumas formas de realizacgao, a dosagem do ingrediente

ativo situa-se no intervalo desde aproximadamente 0,0001%

até aproximadamente 50%, aproximadamente 0,001% até
aproximadamente 40 %, aproximadamente 0,01 % até
aproximadamente 30%, aproximadamente 0,02% até
aproximadamente 29%, aproximadamente 0,03% até
aproximadamente 28%, aproximadamente 0,04% até
aproximadamente 27%, aproximadamente 0,05% até
aproximadamente 26%, aproximadamente 0,06% até
aproximadamente 25%, aproximadamente 0,07% até
aproximadamente 24%, aproximadamente 0,08% até

aproximadamente 23%, aproximadamente 0,09% até
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aproximadamente 22%, aproximadamente 0,1% até
aproximadamente 21%, aproximadamente 0,2% até
aproximadamente 20%, aproximadamente 0,3% até
aproximadamente 19%, aproximadamente 0,4% até
aproximadamente 18%, aproximadamente 0,5% até
aproximadamente 17%, aproximadamente 0,6% até
aproximadamente 16%, aproximadamente 0,7% até
aproximadamente 15%, aproximadamente 0,8% até
aproximadamente 14%, aproximadamente 0,9% até

aproximadamente 12%, aproximadamente 1% até aproximadamente

10% por peso com base no peso total da composicao.

Nalgumas formas de realizacao, a dosagem do ingrediente
ativo é igual a ou menor do que 10 g, 9,5 g, 9,0 g, 8,5 g,
8,0 g9, 7,99, 7,0 g, 6,59, 6,0 g, 5,59, 5,0 g, 4,5 g, 4,0
g, 3,59, 3,049, 2,59, 2,0 g, 1,59, 1,0 g, 0,95 g, 0,9 g,
0,8 g, 0,8 g, 0,75 g, 0,7 g, 0,65 g, 0,6 g, 0,55 g, 0,5 g,
0,45 g9, 0,4 g9, 0,359, 0,3 g, 0,25 g, 0,2 g, 0,15 g, 0,1 g,
0,09 ¢g, 0,08 g, 0,07 g, 0,06 g, 0,05 g, 0,04 g, 0,03 g,
0,02 g, 0,01 g, 0,009 g, 0,008 g, 0,007 g, 0,006 g, 0,005
g, 0,004 g, 0,003 g, 0,002 g, 0,001 g, 0,0009 g, 0,0008 g,
0,0007 g, 0,0006 g, 0,0005 g, 0,0004 g, 0,0003 g, 0,0002 g
ou 0,0001 g por kg do peso do corpo.

Nalgumas formas de realizacao, a dosagem do ingrediente
ativo é maior do que 0,0001 g, 0,0002 g, 0,0003 g, 00,0004
g, 0,0005 g, 0,0006 g, 0,0007 g, 0,0008 g, 0,0009 g, 0,001
g, 0,0015 g, 0,002 g, 0,0025 g, 0,003 g, 0,0035 g, 0,004 g,
0,0045 g, 0,005 g, 0,0055 g, 0,006 g, 0,0065 g, 0,007 g,
0,007 g, 0,008 g, 0,008> g, 0,009 g, 0,0095 g, 0,01 g,
0,015 g, 0,02 g, 0,025 g, 0,03 g, 0,035 g, 0,04 g, 0,045 g,
0,05 g, 0,055 g, 0,06 g, 0,065 g, 0,07 g, 0,075 g, 0,08 g,
0,08 g, 0,09 g, 0,095 g, 0,1 g, 0,15 g, 0,2 g, 0,25 g, 0,3
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g, 0,35¢g, 0,4 g, 0,45g, 0,59, 0,559, 0,6 g, 0,65 g, 0,7
g, 0,75 g, 0,8 g, 0,8 g, 0,9 g, 0,95 g, 1 g, 1,5 g9, 2 g,
2,5 349, 3,5 449, 4,59, 59, 559, 6 g, 6,59, 749, 7,5

g, 8 g, 8,59, 9 g, 9,5 g ou 10 g por kg do peso do corpo.

Nalgumas formas de realizacdao, a dosagem do 1ingrediente
ativo é 0,0001-10 g, 0,0005-9 g, 0,001-8 g, 0,005-7 g,
0,01-6 g, 0,05-5 g, 0,1-4 g, 0,5-4 g ou 1-3 g por kg do

peso do corpo.

Em geral, uma dosagem didria do ingrediente ativo pode ser
cerca de 0,1 até 100 mg/kg do peso do corpo. Formas
galénicas adequadas para administragdao interna contém
geralmente desde cerca de 0,1 mg até 500 mgs de ingrediente
ativo por unidade. Nalgumas formas de realizagao da
presente invencao, a dosagem do ingrediente ativo pode ser
0,1-10 mg/kg do peso do corpo. Nalgumas formas de
realizagao da presente invencao, a dosagem do ingrediente
ativo pode ser 0,1-5 mg/kg do peso do corpo. Nalgumas
formas de realizagao da presente invencao, a dosagem do
ingrediente ativo pode ser 0,1-2 mg/kg do peso do corpo.
Nalgumas formas de realizacao da presente invencgao, a
dosagem do ingrediente ativo pode ser 0,5-10 mg/kg do peso
do corpo. Nalgumas formas de realizagao da presente
invencao, a dosagem do ingrediente ativo pode ser 0,5-2

mg/kg do peso do corpo.

Nalguns aspetos da presente invengao, formulagdes de dose
unitaria sao proporcionadas a um paciente para
administragao da formulacdo do agente inibidor de células
NKT. Essa dose unitaria pode ter, por exemplo, um volume
total menor do que 50 mL, 40 mL, 30 mL, 20 mL, 10 mL, 9 mL,
8 mL, 7 mL, 6, mL 5 mL, 4 mL, 3 mL, 2 mL, 1 mL, 0,9 mL, O,8
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mL, 0,7 mL, 0,6 mL, 0,5 mL, 0,4 mL, 0,3 mL, 0,2 mL, 0,1 mL,
0,09 mL, 0,08 mL, 0,07 mL, 0,06 mL, 0,05 mL, 0,04 mL, 0,03
mL, 0,02 mL, 0,01 mL, 0,009 mL, 0,008 mL, 0,007 mL, 0,006
mL, 0,005 mL, 0,004 mL, 0,003 mL, 0,002 mL, 0,001 mL,
0,0009 mL, 0,0008 mL, 0,0007 mL, 00,0006 mL, O0,0005 mL,
0,0004 mL, 00,0003 mL, 0,0002 mL ou 0,000l mL. Nalgumas
formas de realizacdo, essa dose unitaria pode ter um volume
total maior do que 0,2 mL e menor do que 500 mL. Nalgumas
formas de realizacgdo, essa dose unitaria pode ter um volume
total menor do que 0,1 mL. Nalgumas formas de realizacao,
essa dose unitaria pode ter um volume total menor do que
0,1 mL. Nalgumas formas de realizacgdo, essa dose unitaria
pode ter um volume total de 0,1-0,2 mL (inclusive de 0,1 mL
e 0,2 mL). Nalgumas formas de realizacgao, essa dose
unitaria pode ter um volume total menor do que 0,1 e maior

do que 0,2.

Nalgumas formas de realizacgdo, uma dose unitdria tem um
volume total situado no intervalo de 0,0001-500 mL, 0,0005-
400 mL, 0,001-300 mL, 0,005-200 mL, 0,01-100 mL, 0,05-90
mL, 0,06-80 mL, 0,07-70 mL, 0,08-60 mL, 0,09-50 mL, 0,1-40
mL, 0,2-30 mL, 0,3-29 mL, 0,4-28 mL, 0,5-27 mL, 0,6-26 mL,
0,7-25 mL, 0,8-24 mL, 0,9-23 mL, 10-22 mL, 11-21 mL, 12-20
mL, 13-19 mL, 14-18 mL ou 15-17 mL por sitio alvo.

Dispositivos

Para distribuir os volumes relativamente pequenos das
formulagcdes da presente invencgao para inalacdao nos periodos
de dosagem relativamente curtos, as formulagdes podem ser
administradas utilizando um dispositivo de inalagao com uma
taxa relativamente elevada de descarga do aerossol.

Dispositivos uteis também podem exibir elevada eficiéncia
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da dose emitida (isto ¢é, pegqueno volume residual no
dispositivo). Para aumentar a eficiéncia global do sistema,
a emissao pode ser adicionalmente limitada a periodos de
inalagdo real ©pelo paciente (isto &, atuados pela
respiragao). Assim, nebulizadores convencionais de jato de
ar podem exibir uma taxa de descarga do aerossol da ordem
de 3 uL/segundo, de cerca de 4 uL/segundo, de cerca de 5
uL/segundo ou ndo menor do que cerca de 8 uL/segundo. Os
dispositivos de inalagdo Utels para pratica na presente
invengao podem libertar pelo menos cerca de 55%, pelo menos
cerca de 65%, pelo menos cerca de 75%, mais preferivelmente
pelo menos cerca de 80% e muito preferivelmente pelo menos
cerca de 85% da dose carregada na forma de aerossol para
inalagdao pelo paciente. Nalgumas formas de realizacgéao,
dispositivos de inalacao para utilizagao na presente
invencao podem ser atuados pela respiragao, e restringidos
a distribuicdo de particulas, na forma de aerossol, da
formulagcao contendo agente inibidor de células NK T ao
periodo de inalacao real pelo paciente. O inalador pode ser
um inalador manual, autdénomo e facilmente transportado.
Noutras formas de realizagao da invengao, dispositivos
Uteis para distribuir as formulacgdes de agente inibidor de
células NK T concentradas da inveng¢ao incluem nebulizadores
convencionais de jato de ar acoplados a um compressor capaz
de originar pressdes de descarga mais elevadas do que as

convencionais.

Os exemplos seguintes sao oferecidos a titulo ilustrativo e

nao por via de limitacgao.

EXPERIMENTAL

Exemplo 1
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A injecao i.p. de oa-galactosilceramida (obtida da Brigham
Young University, Provo, UT) em ratinhos C57BL/6 aumenta os
niveis no soro de IL-4 e IFN-y por ativacao seletiva de
células NKT. A injecao de Cl2 B-galactosilceramida (Avanti
Lipids, Inc.) i.p. antagoniza a capacidade da a-galactosil-
ceramida para aumentar os niveis de IL-4, interferdo-gama e

IgE no soro destes ratinhos.

Ratinhos C57BL/6 machos com cerca de 8 semanas de idade
receberam 100 pug de B-galactosilceramida (B Galcer) 1i.p.,
0,1 ng de a-galactosilceramida (o Galcer) i.p., 100 pg de P
Galcer i. p. 1 hora antes ou ao mesmo tempo de 0,1 ug de «
Galcer i.p., ou nenhum tratamento. A (f-Galcer foi obtida da
Avanti Lipids Inc. Os glicolipidos estavam em solugdes
aquosas com PBS. Os niveis de citoquinas foram determinados
por ELISA como previamente descrito por Zeng et al. (2003),
supra. Todos os ratinhos foram sacrificados 6 horas mais
tarde e determinaram-se os niveis no soro de IFN-y e IL-4,

como mostrado nas Figuras 1A e 1B.

0O ensaio guanto ao IFN-y mostrou que ratinhos normais (nao
tratados) tinham um nivel de cerca de 50 pg/mL. A injecéo
de B Galcer acima nao aumentou o nivel, mas a injecao de «
Galcer isolada aumentou o nivel em mais do que duas vezes.
No entanto, quando a B Galcer foil administrada 1 hora antes
da o Galcer ou ao mesmo tempo da o Galcer, entdao os niveis
foram inferiores a 40 pg/mL. Os resultados mostram que a B

Galcer blogueou o aumento gque foil induzido pela o Galcer.

Observou-se um padrao semelhante quando se determinaram os
niveis de IL-4 no soro. Os ratinhos nao tratados tinham
cerca de 100 pg/mL de IL-4, e 100 ug de B Galcer isolada

nao aumentaram o nivel. No entanto, 0,1 ung de o Galcer



48

aumentaram o nivel em cerca de 10 vezes, para 1000 pg/mL.
Quando se administraram 100 pg de B Galcer uma hora antes
de 0,1 pg de o Galcer, entao o aumento foi completamente
bloqueado, e quando ambos 0s glicolipidos foram
administrados ao mesmo tempo, o nivel de IL-4 foi cerca de
250 pg/mL. Os resultados mostram que a B Galcer consegue
inibir nado sé o aumento do nivel de IFN-y no soro, induzido
pela o Galcer, mas também consegue inibir o aumento do
nivel de IL-4. Concluimos que a B Galcer pode blogquear a
ativagao de células NKT in vivo induzida pela o Galcer,

avaliado pela secrecao de citoquinas para o soro.

Numa experiéncia separada, mediram-se os niveis médios de
IgE no soro de grupos de trés ratinhos C57BL/6 antes ou 10
dias apdés uma Unica injecao i.p. de 0,1 ug de o Galcer
isolada, 100 pg de B Galcer isolada, ou 100 png de PR Galcer
injetados uma hora antes de 0,1 ung de o Galcer. Os
resultados, mostrados nas Figuras 1 C e 1 D, demonstram que
a o Galcer isolada aumentou o nivel de IgE em cerca de trés
vezes, para cerca de 500 ng/mL, a B Galcer induziu um
aumento menor para cerca de 400 upg/mL, e a combinacdo de
glicolipidos induziu um nivel de cerca de 250 pg/mL. As
barras mostram médias de determinag¢des em triplicado, e os
parénteses mostram desvios padrao. A Unica diferencga
significativa entre niveis no soro antes e depois foi
observada com o Galcer isolada (p < 0,05), avaliada pelo
teste t de student de médias independentes. Concluimos que
a B Galcer bloqueia o aumento dos niveis de IgE no soro
induzidos ©pela o Galcer. ©Nao se observam alteragdes

significativas com a expressao de IgG2c de controlo.

Exemplo 2
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Efeitos de B-Galcer em Asma

No modelo murino de asma administrou-se [(-GalCer a ratinhos
BALB/c imunizados com OVA, ou ratinhos com hiperreatividade

das vias aéreas (AHR) induzida por o-GalCer.

Materiais e Métodos

Animais: Ratinhos BALB/cByJ foram obtidos do Jackson
Laboratory, Bar Harbor, ME. O Comité da Universidade de
Stanford sobre o Bem-Estar de Animais aprovou os protocolos

animais utilizados neste estudo.

Anticorpos Monoclonais: Anticorpos monoclonais foram
purificados de ascites por precipitagao com sulfato de
aménio e cromatografia de permuta idénica. Utilizaram-se os
hibridomas seguintes: R46A2 (mAb anti-IFN-y) obtido da ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, MD),; XMGl.2
(anticorpo anti-IFN-vy); BVD4-1D11, BVD6-24G2 (mAb anti-IL-
4). Como isotipo de controlo utilizou-se o mAb do idiotipo

anti-38C13 4G10 (IgG2Z2a de rato).

Imunizag¢bes. Ratinhos BALB/c¢ foram iniciados nas plantas
das patas com OVA (100 ug/ratinho) adsorvida em 200 ug de
alum (A1[OH]3). Os ratinhos foram provocados com 50 ug de
OVA em 50 uL de NaCl 0,9% de modo intranasal 7, 8 e 9 dias
mais tarde. Um dia depois da Ultima provocacgao intranasal
com OVA mediu-se a hiperreatividade das vias aéreas de
ratinhos conscientes apds inalacgao de concentracgdes
crescentes de metacolina num pletismégrafo de corpo
inteiro. A imunizagao com o-GalCer foil realizada como

descrito.
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Para facilitar a aspiragao pulmonar durante a administracao

intranasal do antigénio, os ratinhos foram ligeiramente

anestesiados de modo intraperitoneal (i.p.) com 0,25 mL de
cetamina (0,44 mg/mL)/xilazina (6,3 mg/mL) em solugéo
salina normal. Setenta e c¢inco por cento do antigénio

administrado de modo intranasal podem ser subsequentemente
detetados nos pulmdes (Tsuyuki et al. (1997) J. Exp. Med.
185: 1671-9.

ELISA de Citoquinas. Realizaram-se ELISAs como previamente
descrito por Macaulay et al. (1998) J. Immunol. 160: 1694-
1700. Os pares de anticorpos utilizados foram os seguintes,
listados ©por captura/detecdo Dbiotinilada: IL-4, BVD4-
1D11/BVD6-24G2; IFN-v, R4-6A2/ XMG1l.2. Utilizaram-se
citoquinas recombinantes como padrdes, com curvas geradas
em diluigbes 1:2 desde 500 até 39 pg/mL para IL-4, e 20-2,
156 ng/mL para IFN-v.

Medigcdo de isotipos de anticorpos anti-OVA. Os ratinhos
foram sangrados na altura do sacrificio e mediu-se
anticorpo especifico para OVA utilizando um ELISA
especifico para antigénio modificado. Para a medicao de IgG
especifica para OVA, as placas foram revestidas durante a
noite com 5 ug/mL de OVA. Depois de lavagem e blogueio,
adicionaram-se as placas soros diluidos em série. Apds
incubagao durante a noite, as placas foram desenvolvidas
utilizando anticorpos especificos de subclasses anti-IgG de
cabra conjugados com HRPO (Southern Biotechnology
Associates, Birmingham, ALA) . Apdés lavagem adicional
adicionou-se o substrato OPD, as placas foram desenvolvidas
e a OD foi determinada a 492 nm. Utilizaram-se como padrdes
mAb IgGl anti-OVA 6Cl e mAb IgG2a anti-OVA 3A11 para a

quantificacao de cada subclasse de IgG. A determinacao de
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IgG especifico para OVA foi realizada por ELISA, utilizando
o mAb IgE anti-ratinho de rato EM95 (5,0 ug/mL) para
revestir as placas. Depois de as amostras terem sido
aplicadas e incubadas durante a noite, as placas foram
lavadas e adicionou-se OVA biotinilada (10 ug/mL). Duas
horas mais tarde, as placas foram lavadas e adicionou-se
estreptavidina conjugada a HRPO (Southern Biotechnology
Associates). As placas foram desenvolvidas com substrato
OPD e a OD foi determinada a 492 nm. Soros de ratinhos
hiperimunizados com OVA em alum foram quantificados quanto
a IgkE e utilizados como padrao para a ELISA de IgE

especifica para OVA.

Medigcdo da Reatividade das Vias Aéreas. A reatividade das
vias aéreas foi avaliada por obstrucdo do fluxo de ar
induzida por metacolina de ratinhos conscientes colocados
num pletismdégrafo de corpo inteiro (modelo PLY 3211, Buxco
Electronics Inc., Troy, NY). A obstrugao pulmonar do fluxo
de ar foili medida por Penh utilizando a férmula seguinte:

N

N
»§; R e g

ARr VT P, em que Penh = pausa aumentada
(adimensional), Te = tempo expiratdério, RT = tempo de
relaxamento, PEF = pico do fluxo expiratdério {(mL/s) e PIF =
pico do fluxo inspiratério (mL/s) (Hamelmann et al. (1997)
Am. J. Respir. Crit. Care Med. 156: 766-75. A pausa
aumentada (Penh), volume minuto, volume corrente e
frequéncia respiratdria foram obtidos da pressao interna,
medida com um transdutor (modelo TRD5100) ligado a mdédulos
pré-amplificadores (modelo MAX2270), e analisados pelo
"software" do sistema XA (modelo SF I 1810). Obtiveram-se
medigcdes da reatividade a metacolina por exposicao dos

ratinhos durante 2 minutos a NaCl 0,9%.
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Recolha de Fluido de BAL e Histologia do Pulmao. Os animais
foram injetados 1i.p. com uma dose letal de fenobarbital
(450 mg/kg). A traqueia fol canulada, o pulmdo foi lavado
trés vezes com 0,8 mL de PBS e o fluido foil reunido.
Contaram-se as células presentes no fluido de lavagem
utilizando um hemocitdémetro e determinaram-se diferenciais
de células de BAL em preparagdes em laminas coradas com
Hansel Stain (Lide Laboratories, Florissant, MO). Pelo
menos 200 células foram diferenciadas por microscopia de
luz com base em critérios morfoldgicos convencionais.
Nalguns animais nao foi efetuada nenhuma BAL, mas os
pulmbes foram removidos, lavados com PBS, fixados em 10%

formalina e corados com hematoxilina e eosina.

Resultados

Tratamento com Cl2--GalCer bloqueia AHR induzida por o-
GalCer. Como mostrado na Figura 2, a administracgao i.v. de
100 pg de Cl2-B-GalCer administrados 2 horas antes da
administracao i.n. de 1,5 ug de o-GalCer reduz grandemente
a AHR as 24 horas. A administracdo i.v. de Cl2-B-GalCer
isolada né&o induz qualquer AHR por si prépria. (b) A
administracao i.n. e i.v. de 50 pg de Cl2-3-GalCer 2 horas
antes da administracdao 1i.n. de 0,5 pg de o-GalCer reduz
grandemente a AHR as 24 horas, apesar de a Cl2-B-GalCer
administrada i.n. induzir AHR 1ligeira. Utilizou-se um

minimo de 4 ratinhos por grupo.

Tratamento com Cl2-[-GalCer reduz AHR induzida por
OVA/alum. Como mostrado na Figura 3, os ratinhos foram
sensibilizados por injecao i.p. de 100 ug de OVA com 200 uL
de hidrdéxido de aluminio (alum) e depois foram provocados

i.n. com 50 pg de OVA 7, 8 e 9 dias mais tarde. (a) A AHR
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foi medida no dia 10. Cl2-B-GalCer foi administrada i.v.
(100 ng) 1 dia antes da sensibilizagdo com OVA/alum e 6
horas antes de cada provocacao i.n. (100 ug). Verificou-se
gue o tratamento reduz a AHR. (b) A IgE no soro especifica
para OVA foi reduzida no grupo tratado com Cl2-3-GalCer.
(c) Células de nodos linfaticos do grupo tratado com Cl2-B-
GalCer produziram ligeiramente mais IFN-y e menos IL-4 apds
quatro dias em cultura com 62,5 ug/mL de OVA (5,0%10°

células por cavidade). Testaram-se quatro ratinhos por

grupo.

Tratamento com anticorpo anti-CDI1d (HB323) bloqueia AHR
induzida por OVA/alum. Como mostrado na Figura 4, (a)
Ratinhos foram sensibilizados por injecdao i.p. de 100 ug de
OVA com 200 uL de hidrdéxido de aluminio (alum) e depois
foram provocados i.n. com 50 pg de OVA 7, 8 e 9 dias mais
tarde. A AHR foi medida no dia 10. O anticorpo anti-CD1d
foi administrado 1.p. 1 dia antes da sensibilizagao com
OVA/alum (500 pug) e de novo imediatamente antes da
provocagao i.n. (500 nug). Verificou-se gque o tratamento
reduz a AHR. (b) Tratamento com anticorpo anti-CDld (HB323)
reduz a produgdo de citoquinas em nodos linfaticos.
Culturas de nodos linfdticos de 5,0 x 10° células por
cavidade foram estabelecidas no dia 11 apds sensibilizacgao
com OVA/alum e provocagadao das vias aéreas. As culturas
foram tratadas com OVA, titulada desde 125 ug/mL, e
determinaram-se as citoquinas presentes no sobrenadante por
ELISA. Empregou-se um minimo de 4 ratinhos por grupo, os

dados sao representativos de 2 experiéncias.

Cl2-B-GalCer origina a produgdo de mais IFN-y no soro apos
AHR induzida  por oa-GalCer. A histologia demonstra

inflamagao eosinofilica peribrongquiolar reduzida com
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tratamento com Cl2-p-GalCer. E importante notar que a
injecdo i.v. de Cl2-B-GalCer por si prépria nao origina
qualquer inflamacao pulmonar. O grupo tratado com Cl2-B3-
GalCer exibiu grandes nodos 1linfaticos brbénquicos e
mediastinais. Por histologia, estes ratinhos exibiram
infiltracdo eosinofilica reduzida mas presente dos pulmdes,
com possivelmente mais neutrofilia do que controlo positivo
de OVA/alum. A histologia também demonstra que a inflamacgao
eosinofilica estd reduzida (mas ainda presente) nos pulmdes
de ratinhos tratados com anti-CDld. Nao obstante o bloqueio
com HB323 proporcionar os melhores resultados, a utilizacgao

do anticorpo 1Bl anti-CDld também causa uma redugao da AHR.

Estes dados demonstram o envolvimento de c¢élulas NKT no
desenvolvimento de AHR e asma, e também demonstram a
eficdcia do agente blogueador 0O-GalCer, e anti-CD1l, no

tratamento desta doencga.

Exemplo 3

Administragao Oral de Agentes Inibidores

Doses de [-galactosilceramida variando entre 100-800
ng/ratinho foram administradas oralmente. Determinaram-se
os niveis de citoquinas de IFN-y e IL-4 por ELISA como
previamente descrito por Zeng et al. (2003), supra, a

partir dos niveis no soro.

O ensaio quanto a IFN-y mostrou que, as 24 horas apds a
administrag¢ao, nao houve nenhum aumento dos niveis no soro
a nenhuma dose. Observou-se um padrao semelhante quando se

determinaram os niveis de IL-4 no soro.
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Como mostrado na Figura 5, a administracao oral de -
galactosilceramida resultou em coloragao decrescida quanto

a marcadores de células NKT no figado.

As dosagens de 100-800 wug/ratinho sdo equivalentes a uma
dose de 4-32 mg/kg. Usando as diretrizes da FDA para
equivaléncia humana, a dose humana equivalente é 0,32 - 2,6

mg/kg.

Apesar de a invengao anterior ter sido descrita em algum
pormenor a titulo ilustrativo e exemplificativo por motivos
de clareza do entendimento, sera claro para 0os
profissionais, a luz dos ensinamentos desta invencgado, Jue
podem ser feitas certas alteracgdes e modificagbes sem sair

do dmbito das reivindicacgbdes adjuntas.

Lisboa, 10 de Fevereiro de 2012



REIVINDICACOES

Dose eficaz de um B-glicolipido ou anticorpo anti-CDI1
para bloqueio ou redugao da hiperreatividade das vias
aéreas associada a asma, em que o referido (-
glicolipido ou anticorpo anti-CD1 é administrado local

ou sistemicamente.

B-glicolipido ou anticorpo anti-CD1 da reivindicagao 1,
em que a administracao local compreende inalagao ou

insuflacao.

B-glicolipido ou anticorpo anti-CD1 da reivindicagao 2,

em que a administracdo local é efetuada por inalacgao.

B-glicolipido ou anticorpo anti-CD1l da reivindicacgao 1,
em que a administracdo sistémica compreende injecgao
intramuscular, intravenosa, subcutdnea, peritoneal ou
local; administracao oral, transmucosa, transdérmica ou

intranasal.

R-glicolipido ou anticorpo anti-CD1 da reivindicacgao 1,
em que o referido B-glicolipido ou anticorpo anti-CD1 é

administrado de modo profilatico.

B-glicolipido da reivindicagdéo 1, em gque o referido f-
glicolipido compreende um acgucar pentose, um acucar

hexose, um oligossacarido ou um polissacarido.

B-glicolipido da reivindicagao 6, em que o referido

aglicar hexose compreende glucose, galactose ou manose.



10.

11.

12.

13.

B-glicolipido da reivindicagdo 1, em que o referido pB-
glicolipido compreende um lipido compreendendo um C8
até C30 &cido gordo, um alcool secundario de cadeia
longa, um aminoalcool de cadeia longa ou uma amida de
acido gordo com uma base di- ou tri-hidroxi de cadeia
longa, em que qualquer um desses esta opcionalmente

fosforilado ou sulfatado.

B-glicolipido da reivindicagdo 1, em que o referido pB-
glicolipido compreende um lipido compreendendo uma
ceramida, esfingomielina, cerebrdésido, esfingosina, di-
hidroesfingosina, C20-di-hidroesfingosina,
fitoesfingosina, C20-fitoesfingosina,

desidrofitoesfingosina ou esfingadienina.

B-glicolipido da reivindicagao 1, em que o referido B-

glicolipido é PB-galactosilceramida.

B-glicolipido ou anticorpo anti-CD1 da reivindicacgao 1,
em que o referido B-glicolipido ou anticorpo anti-CD1
compreende desde 0,5 até 95% por peso com base no peso

total da composicao.

B-glicolipido ou anticorpo anti-CD1 da reivindicagao 1,
em que o referido PB-glicolipido ou anticorpo anti-CD1 é
doseado desde cerca de 0,1 até 100 mg/kg de peso do

corpo numa base diaria.

B-glicolipido ou anticorpo anti-CD1 da reivindicacgao 1,
em que o referido PB-glicolipido ou anticorpo anti-CD1
compreende 0,1 mg até 500 mgs de uma forma galénica

para administragao interna.



14. RB-glicolipido ou anticorpo anti-CD1 da reivindicacéao 1,
em que o referido PB-glicolipido ou anticorpo anti-CD1
compreende uma solugaoc aguosa, suspensao aquosa,

preparagac liposmal ou formulagao em pd.

Lisboa, 10 de Fevereiro de 2012
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FIGURAR 5

Distribnigido de célunlas HKT, 24 horas apds
administragac oral ds k-Galoer a ratinhos

CHETBLS6. N = 2,

Idade = 12 somanas

Controlo 100 ug

Doses de

PEVHEYY SO0 ug ROD ug

b-Galcer {pgfratinho)
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