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RESUMO
“Método de diagnéstico fotodindmico para doengas vasculares”

Varios diagndsticos com a aplicacdo de diagndstico/
terapia fotodinédmica (terapia fotodindmica: TFD) em que é
utilizada a absorcdo altamente selectiva de um derivado de
dcido diminocloroaspéartico ou o seu sal farmacologicamente
aceitdvel em neovasos € a sua absorcdo selectiva em células
cancerosas. Mais especificamente, remédios para o reumatismo,
remédios para a queratose inflamatéria, agentes para
confirmacdo da localizacdo de um ndédulo linfatico sentinela e
diagnéstico para metédstases de cancro qgue contém como
ingrediente activo um derivado de &acido iminocloroaspartico
representado pela férmula (I) seguinte ou o seu sal

farmacologicamente aceitéavel:

HON
\
\
HO
\
(I)
AspOC COAsp

em gque Asp representa aspartato.
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DESCRICAO
“Método de diagnéstico fotodindmico para doengas vasculares”

Campo técnico

A presente invencdo refere-se a agentes terapéuticos
destinados a wutilizacdo em terapia fotodindmica (TEFD) de
queratose inflamatdéria e contendo como um ingrediente activo
um derivado de &cido aspdrtico iminoclorado ou um seu sal

farmaceuticamente aceitével.

Arte anterior

As terapias fotodindmicas emergiram como uma nova forma
para o tratamento dos cancros. Na TFD, um certo derivado de
porfirina ¢é 1injectado por via intravenosa e ¢é deixado
acumular preferencialmente em tecidos cancerosos (tumor). A
luz laser é entdo irradiada para destruir selectivamente os
tecidos cancerosos. A técnica explora duas propriedades
Unicas dos derivados de porfirina: a sua capacidade para se
acumularem selectivamente em tecidos cancerosos e a sua
capacidade fotossenssibilizadora.

Os presentes inventores desenvolveram estudos extensivos
para desenvolver derivados de ©porfirina potentes ©para
utilizacdo em TFD e propuseram até agora varios derivados de
porfirina de um sé componente que sédo rapidamente eliminados
a partir de tecidos normais e exibem uma fototoxicidade
reduzida, retendo simultaneamente a capacidade para se
acumularem de forma selectiva e estavel em tecidos

cancerosos.

Um exemplo ¢ um derivado particular de é&cido aspéartico
iminoclorado, um derivado de porfirina que ¢é adequado para
utilizacdo com laser de titédnio safira (comprimentos de onda
de 600 nm ou menos e 670 ou mais) ou diodo laser (670 nm) e
tem a estrutura apresentada pela férmula seguinte (I):
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HON
\
\
HO
N\
(1)
AspOC COAsp

em que Asp representa um residuo de acido aspéartico.

De entre o derivado de acido aspartico iminoclorado
representado pela férmula (1) e 0s seus sais
farmaceuticamente aceitdveis, um sal de sdédio designado por
ATX-S10-Na, revela uma selectividade particularmente elevada
para tecidos <cancerosos e neovascularizacdes. O composto
provou ser altamente eficaz como agente de TFD para o
tratamento de tumores e degeneracdo macular relacionada com a
idade e foi Jj& apresentado um pedido de ©patente que
reivindica este aspecto do composto (WO 98/14453).

Varias doencas séo acompanhadas por angiogénese,
incluindo a artrite reumatdide e a queratose inflamatédria.

A artrite reumatdéide ¢é uma doenca do colagénio
caracterizada por inflamacdo vascular e especula-se gque seja
provocada por respostas imunes anormais. No entanto, as
causas exactas da doenca sdo ainda desconhecidas e terdo
ainda que ser estabelecidos tratamentos eficazes. Os
tratamentos actuais para a artrite reumatdide incluem
tratamentos com drogas, tais como agentes anti-inflamatdrios,
esterbides e agentes anti-reumdtico, assim como tratamentos
cirargicos, tais como a substituicéo artificial de
articulacdes. No entanto, nenhum destes ¢ suficientemente
eficaz para curar a doenca. Trauner et al. examinaram a
possibilidade de TFD no tratamento da artrite reumatdide e
foi j& concedida uma patente aos mesmos inventores (Patente
US N.° 5368841). ©No entanto, os fotossenssibilizadores
revelados nesta patente podem exibir fototoxicidade uma vez
que os compostos ndo sdo suficientemente selectivos para se
acumularem num tecido particular mas permanecem no organismo
durante um periodo de tempo prolongado.
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A qgueratose inflamatédéria, por outro lado, € uma doenca
da pele na qual a “inflamacdo”, uma condicdo causada gquando
vasos sanguineos da epiderme se expandem para permitir que
linfécitos e outros leucdcitos se infiltrem na pele, ocorre
em conjuncdo com “queratose”, um espessamento da epiderme e
do estrato cdérneo. Os tratamentos para a doenca incluem
agentes anti-inflamatérios, tais como esterdides, inibidores
do crescimento da epiderme tais como retindides e tratamentos
por UV (e.g. PUVA), mas nenhum oferece uma cura decisiva.

Em Trends Biotechnol., wvol. 13(l), 1995, pp. 14-18 ¢é
revelado que a psoriase pode ser tratada por TFD.

Recentemente, a TFD utilizando cloridrato de A&cido
5-aminolevulinico (5-ALA) surgiu como um tratamento eficaz.
Um precursor para a biossintese de protoporfirina IX, 5-ALA é
conhecido por exibir algumas das propriedades gquimicas da
protoporfirina IX: nao se acumula prontamente em
neovascularizacdes e pode apenas absorver luz a comprimentos
de onda de no maximo 630 nm. Estas propriedades limitam os
efeitos terapéuticos do tratamento com 5-ALA.

Entretanto, o0s presentes inventores dirigiram a atencéo
para a capacidade do derivado de 4cido aspartico iminoclorado
de férmula (I) e dos seus sais farmaceuticamente aceitéaveis
para se acumularem selectivamente em neovascularizacdes e
conduziram pesquisas extensivas para examinar a possibilidade
destes compostos como potenciais agentes terapéuticos de TFD.
Estes esforcos conduziram eventualmente a verificacdo de que
ndo apenas quando utilizado em condic¢des de doenca tais como
cancros e perturbacdes oftalmoldégicas, mas também noutras
condicdes de doenca, o ATX-S510¢Na, um sal de sdédio do
composto, exibe uma capacidade superior para se acumular em
células inflamatdérias responséaveis pela angiogénese. O0s
presentes inventores verificaram também que quando utilizado
em TFD, o ATX-310-:Na pode servir como cura altamente eficaz
para varias ©perturbacdes de pele, tais como queratose
inflamatéria (dermatites tais como psoriase).

De entre o derivado de &cido aspéartico iminoclorado
representado pela férmula (I) e 0s seus sais
farmaceuticamente aceitdveils, o ATX-S-10-Na, um sal de sdédio,
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¢ conhecido por emitir 1luz fluorescente vermelha a 670 nm
quando irradiado com 1luz com um comprimento de onda de
excitacdo adequado (e.g. 400 nm) e pode assim ser utilizado
para proporcionar um diagndstico definitivo da localizacido de
um tumor. Estes sdo factos J& revelados.

Em operacdes cirurgicas para a remocdo de tumores, a
determinacdo exacta da localizacdo do tumor ajuda a evitar a
remocdo desnecessidria de tecidos normais e melhora a QdV dos
pacientes por reducdo do seu incdmodo.

A cirurgia do cancro ¢é frequentemente combinada com
quimioterapia para reduzir o risco de metadstases. No entanto,
a quimioterapia ¢é usualmente acompanhada por efeitos
secundarios e é preferivelmente evitada, se possivel.

Para determinar a presenca de metastases, a bidpsia de
nédulos linféticos sentinela foi recentemente implementada.
Os nédulos linféaticos sentinela (que podem ser referidos como
“NS” daqui em diante) sdo o0s primeiros nddulos linféticos a
receber drenagem de um cancro. Se o0s resultados de uma
bidépsia de um NS ndo indicarem a presenca de metastases, a
remocdo dos ndéddulos linfadticos circundantes pode ser evitada
e assim o risco de complicacgdes tais como actividade imune
diminuida podem ser reduzidos, assim como o pode ser a
probabilidade de quimioterapia pds-operatdria.

As técnicas de coloracdo com corantes e as técnicas com
radioisdétopos sdo actualmente utilizadas para determinar a
localizacdo do NS. No entanto, os tecidos gordos do organismo
e o0s vasos linfaticos delgados tornam dificil realizar estas
técnicas sem uma pericia significativa e consequentemente a
determinacdo da localizacdo exacta do NS.

Intrigados <com a capacidade do derivado de &cido
aspartico iminoclorado e dos seus sais farmaceuticamente
aceitdveis para emitir fluorescéncia, o0s presentes inventores
realizaram um esforco para desenvolver um agente de
diagnbéstico que possibilite a determinacdo da localizacdo do
NS e o diagndéstico da presenca de metédstases de cancros. 0s
presentes inventores verificaram mais tarde que estes

compostos podem servir como agentes de diagndéstico altamente
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eficazes para a localizacdo do NS e para o diagndéstico da
presenca de metastases de cancro.

Assim, constitui um objectivo da presente invencéo
proporcionar um agente terapéutico para utilizacdo numa

terapia fotodindmica (TFD) de queratose inflamatdria.

Divulgacdo da invencéo

Um aspecto essencial da presente invencdo refere-se a um
agente terapéutico para utilizacdo numa teoria fotodinédmica
(TFD) de queratose inflamatdéria. Este agente contém como
ingrediente activo um acido aspartico iminoclorado
representado pela férmula (I) seguinte ou um seu sal
farmaceuticamente aceitéavel:

HON
\
N
HO
\
(1)
AspOC COAsp

em que Asp representa um residuo de acido aspéartico.

Especificamente, 0 aspecto essencial da presente
invencdo é caracteristico no facto da capacidade do derivado
de &cido aspéartico iminoclorado de férmula (I) ou de um seu
sal farmaceuticamente aceitéavel, para se acumular em
neovascularizacdes ou células de tumor, ser explorada na
realizacdo da TFD.

Um exemplo de doencas causadas pela angiogénese é a
queratose inflamatdéria. A queratose inflamatdria & uma doenca
da pele caracterizada por ruborizacdo e queratinizacdo, um
sintoma notédvel de inflamacdo. A doenca inclui psoriase e
parapsoriase, cujo tratamento requer agentes fortes tais como
esterbides. 0O derivado de &cido aspértico iminoclorado de
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férmula (I) ou um seu sal farmaceuticamente aceitéavel pode,
no entanto, acumular-se eficazmente em células inflamatdrias
subepidérmicas guando administrado percutaneamente e por
exposicdo das células a irradiacdo com laser para realizacéo
da TFD a doenca pode ser tratada eficazmente.

Assim, a presente invencdo refere-se a um medicamento
para tratar eficazmente a queratose inflamatéria. 0
medicamento compreende o derivado de 4cido @ aspéartico
iminoclorado de férmula (I) ou um seu sal farmaceuticamente
aceitdvel para utilizacdo em TFD para inducdo da necrose de
células inflamatdérias subepidérmicas. Esta concretizacéo
refere-se também a um agente terapéutico para utilizacdo em
TFD da queratose inflamatdéria (doencas de pele tais como
psoriase) contendo como ingrediente activo o derivado de
dcido aspéartico iminoclorado de férmula (I) ou um seu sal

farmaceuticamente aceitédvel.

A presente invencdo revelou gque de entre o derivado de
dcido aspértico iminoclorado de férmula (I) e os seus sais
farmaceuticamente aceitdveis, um sal de sdédio, conhecido como
ATX-S10+Na, ¢é particularmente eficaz. Assim, a presente
invencdo refere-se a um medicamento para utilizac¢do na TFD da
queratose inflamatdéria e a um agente terapéutico para
utilizacdo na TFD da queratose inflamatdéria; em que o
derivado de &4cido aspéartico iminoclorado de férmula (I) ou um
seu sal farmaceuticamente aceitéavel compreende ATX-S10-:Na, um
sal de sédio.

Breve descricdo dos desenhos

A Fig. 1 é um gradfico que mostra a viabilidade de HUVECs
em TFD utilizando o ATX-S10-Na da presente invencédo.

A Fig. 2 compreende fotografias gque mostram as
aparéncias visuais de um modelo de rato no qual foi
injectado colagénio tipo II para induzir artrite e nédo foi

providenciada irradiacdo com laser em TFD (grupo de
Controlo).
A Fig. 3 compreende fotografias gue mostram as

aparéncias visuais de um modelo de rato no qual foi injectado
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colagénio tipo II para induzir artrite e que foi irradiado
com laser em TFD (grupo de Ensaio). As imagens mostram o rato
7 dias apds irradiacdo de laser.

A Fig. 4 compreende micrografias que mostram uma lamina
de tecido da articulacdo de um modelo de rato com artrite
induzida por colagénio tipo II sem irradiacdo por laser
providenciada em TFD (grupo de Controlo).

A Fig. 5 compreende micrografias que mostram uma lamina
de tecido da articulacdo de um modelo de rato com artrite
induzida por colagénio tipo II apds irradiacdo com laser em
TFD (grupo de Ensaio).

A Fig. 6 &€ um grafico que mostra os efeitos citotdxicos
da TFD utilizando o ATX-S10-Na da presente invencdo sobre
querandécitos cultivados. Adicionaram-se 50 ng/mL de
ATX-510-Na da presente invengdo a cultura de células. Apds um
periodo de cultura pré-determinado, as células foram lavadas
com PBS e foram irradiadas com laser a 10 J/cm’. A
viabilidade dos gueranécitos foi determinada 1, 2, 3, 6, 12,
e 24 horas apds a irradiacdo e foli representada num grafico.

A Fig. 7 compreende imagens de fluorescéncia de um
modelo de rato com dermatite, tiradas 3 horas apds a
aplicacdo de um unguento hidréfilo com ou sem ATX-S10-:Na. As
imagens sdo (a) com o unguento hidréfilo contendo ATX-S510-+Na,
e (b) com o unguento hidréfilo sem conter ATX-S10-Na.

A Fig. 8 compreende micrografias de seccgdes de tecido da
pele obtidas de um modelo de rato de dermatite. As imagens
foram tiradas 3 horas apds aplicacdo de um unguento hidrdéfilo
contendo 1% de ATX-S10-Na na pele tratada com TPA. As imagens
sdo (a) com irradiacdo por laser e (b) sem irradiacdo por
laser.

A Fig. 9 compreende imagens de fluorescéncia tiradas
apdés a administracdo de Photofrin. As duas imagens do topo
mostram 5 minutos (esquerda) e 10 minutos apds a
administracdo. As imagens do meio mostram 15 minutos
(esquerda) e 20 minutos apds a administracdo. As imagens de
baixo mostram 25 minutos (esquerda) e 30 minutos apdbds a
administracéo.
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A Fig. 10 compreende imagens de fluorescéncia tiradas
apdés a administracdo do ATX-310+-Na da presente invencdo. As
duas imagens do topo mostram 5 minutos (esquerda) e 10
minutos apds a administracdo. As imagens do meio mostram 15
minutos (esquerda) e 20 minutos apbds a administracdo. As
imagens de baixo mostram 25 minutos (esquerda) e 30 minutos

apdés a administracéio.

Melhor modo de realizacdo da invencédo

A concretizacdo individual da presente invencdo seréa
agora descrita em detalhe com referéncia aos Exemplos de
Ensaio.

Um derivado particular de &cido aspartico iminoclorado
de férmula (I) e os seus sais farmaceuticamente aceitédveis
utilizados como um ingrediente activo na presente invencédo
podem ser produzidos por, por exemplo, um método descrito em
WO 98/14453. Exemplos dos sais farmaceuticamente aceitéveis
incluem sais de sédio, sais de potédssio e sais de célcio.
Destes, o0s sais de sédio sdo particularmente preferidos e um
sal de sb6édio de um certo derivado de acido aspéartico
iminoclorado de férmula (I) recebeu a designacdo ATX-S10-Na.

Ensaio 1 (ensaio in vitro): Efeitos da TFD sobre células

endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS)

Como primeiro passo, determinou-se se a morte celular de
HUVECs inflamadas pode ser induzida por TFD.

As HUVECs foram semeadas num meio de cultura a 1,0x107°
células/poco. Apds um periodo de cultura pré-determinado,
adicionaram-se IL-1 (1 ng/mL) e TNF-a (10 ng/mL) para
estimular as células e, deste modo, provocar inflamacdo das
células. Apds um periodo de estimulacdo de 1 hora, as células
foram divididas em dois grupos e adicionaram-se 25 pg/ml de
ATX-S10-Na da presente invencdo a um grupo e 50 pg/ml de
ATX-S10-Na ao outro grupo. Subsequentemente, as células foram
incubadas a 37°C durante 24 horas.

Apbds o periodo de incubacédo, irradiou-se laser sobre as
células cultivadas (cada grupo de dosagem foi dividido em
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cinco subgrupos, que foram irradiados a 0, 15, 30, 50, e 100
J/cm?) . 24 horas apdés a irradiacdo, a viabilidade das HUVECs
foi determinada por meio de um ensaio MTT.

Os resultados indicam que ndo foi observada morte
celular nos grupos ndo irradiados, enquanto que a viabilidade
das HUVECs estava dentro do intervalo de aproximadamente 10 a
20% em cada um dos grupos irradiados (os grupos irradiados a
15, 30, 50, e 100 J/cm?). Cada um dos grupos dgue recebeu
25 pg/mL de ATX-S10-Na mostrou uma viabilidade comparéavel a
do grupo correspondente que recebeu 50 pg/mL de ATX-S10-Na
(Fig. 1).

Estes resultados sugerem que o ATX-S10-Na, quando
utilizado em TFD, induz a morte celular de HUVECs inflamadas.

Em seguida, utilizando o presente modelo de ratinho com
artrite induzida por colagénio tipo II, realizou-se o ensaio
que se segue para examinar os efeitos da TFD wutilizando
ATX-510-Na sobre a artrite.

Ensaio de Referéncia 2 (ensaio in vivo): Efeitos da TFD

sobre modelo de ratinho com artrite induzida por

colagénio tipo II

Foram utilizados ratinhos DBA/1 macho com 6 a 8 semanas
de idade e pesando 15 a 18 g. Foi induzida artrite por
colagénio tipo II de acordo com o esguema seguinte.

No Dia 0 foram injectados intraperitonealmente 2 mg de
cocktail de anticorpos anti-colagénio tipo II. No Dia 1 foram
injectados novamente 2 mg de cocktail de anticorpos anti-
colagénio tipo II. No Dia 2 e no Dia 3 foram injectados
intraperitonealmente 50 nug de lipopolissacarido (LPS) para
induzir artrite por colagénio tipo IT.

No Dia 5 a inducgédo da artrite por colagénio tipo II foi
confirmada. Um grupo de ensaio de 5 animais e um grupo de
controlo de 3 animais receberam uma injeccdo intravenosa com
5 mg/kg de ATX-S10-Na. O grupo de ensaio fol exposto a
irradiacdo com laser (dose: 30 J/cm?), 3 horas apds a
administracdo de ATX-S10-Na. No Dia 14, cada animal foi
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observado em relacdo aos efeitos clinicos tal como medidos
pela classificacdo clinica de artrite (Terato et al., 1995).
Cada animal foi fixado por perfusdo e o tecido da articulacéo
foi recolhido e corado com Safranina 0. A amostra de tecido
descalcificada resultante foi submetida a anadlise
histoldgica.

Os resultados da anédlise revelaram gque o grupo de
controlo ndo irradiado exibia continuamente sintomas de
artrite, dando uma classificacéao de artrite de 4
(Fig. 2), enguanto ndo foram observados nenhuns ou muito
poucos sintomas de artrite no grupo de ensaio irradiado,
indicando uma classificacdo de artrite de 0 ou 1 (Fig. 3).

Na andlise histoldgica observou-se uma infiltracédo
significativa de células sinoviais no grupo de controlo (Fig.
4), enquanto a infiltracdo sinovial foi suprimida no grupo de
ensaio (Fig. 5).

Estas observacdes demonstram que o ATX-S510+Na, um
derivado de 4cido aspéartico iminoclorado da presente invencéo

¢ altamente eficaz quando utilizado em TFD para tratar a
artrite reumatdide.

Os derivados convencionais de porfirina sdo acompanhados
por fotossenssibilidade e outros efeitos secundarios uma vez
que tém uma capacidade relativamente baixa para se acumularem
selectivamente num tecido particular e s&o metabolizados
lentamente em tecidos normais. Assim, o0s tratamentos com
estes derivados de porfirina tém que ser realizados num
ambiente escuro. Em contraste, o ATX-S10-:Na, o derivado de
acido aspartico 1iminoclorado da presente invencdo tem uma
capacidade elevada para se acumular selectivamente em células
inflamadas e tumores mas é facilmente metabolizado em tecidos
normais. Assim, o ATX-S10-Na provoca, se provocar, efeitos
secundarios significativamente reduzidos tais como
fotossenssibilidade. Adicionalmente, o composto absorve luz
com um comprimento de onda que penetra mais fundo no tecido
(670 nm) e pode assim ser utilizado em terapias em que sé&o
utilizadas fontes externas de luz laser.
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Os reumatismos articulares, em particular as sinovites
intrataveis resistentes ao tratamento com drogas, sédo
geralmente tratados por injeccédo intra-articular de
esterbdides, sinovectomia artroscdpica e sinovectomia aberta.
A administracdo de esterdides estd associada ao risco de
infeccdo e é invasiva. Por outro lado, alguns esterdides sé&o
inapropriados para administracdo repetitiva em articulacodes.
A sinovectomia artroscédpica ou aberta necessita de
hospitalizacéo, é invasiva e por vezes requer uma
reabilitacdo consideréavel.

Em comparacdo, a TFD para o tratamento da artrite
reumatdide envolve a injeccéo intravenosa do
fotossenssibilizador que se acumula selectivamente nas
articulagcdes para induzir a necrose de células sinoviais e
desta forma suprimir a destruicdo das articulacdes. O método
oferece assim uma terapia ndo invasiva altamente eficaz.

Uma segunda concretizacdo da presente invencédo refere-se
a um método de TFD para o tratamento de queratose
inflamatéria (Psoriase e outras doencas de pele) e a um
agente terapéutico para utilizacdo na TFD da queratose
inflamaté4ria. O método de TFD ou o agente terapéutico
compreendem como ingrediente activo, um derivado de &cido
aspartico iminoclorado de fdérmula (I) ou um seu sal
farmaceuticamente aceitédvel, em particular ATX-S10-:Na, um sal
de sdédio do composto.

A queratose inflamatdéria é uma doenca de pele
caracterizada por ruborizacdo e queratinizacdo, um sintoma
notéavel de inflamacéo. A doenca inclui psoriase e
parapsoriase com as suas caracteristicas clinicas préprias
incluindo eritrodermia psoridtica, psoriase artropidtica e
psoriase pustular.

Os presentes inventores exploraram a capacidade do
derivado de &cido aspértico iminoclorado de férmula (I) ou de
um seu sal farmaceuticamente aceitéavel, em particular,
ATX-S10-Na, para se acumular eficazmente em células
inflamadas e prepararam um unguento hidréfilo que contém
ATX-S10-Na e um unguento hidréfilo de base descrito em
Japanese Pharmacopoeia. 0s inventores aplicaram entdo o
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unguento a pele, removeram-no por lavagem da pele e obtiveram
uma imagem de fluorescéncia que confirmou que o ATX-310-+Na se
tinha acumulado na pele.

Por irradiacdo com laser nesta etapa para realizar a
TFD, a necrose das células inflamadas pode ser induzida e,
deste modo a queratose inflamatdédria deve ser tratada
eficazmente. Os inventores realizaram o ensaio seguinte para
verificar esta teoria.

Ensaio 3 (ensaio 1in vitro): Citotoxicidade contra

querandécitos cultivados

Recolheram-se querandécitos de um paciente com queratose
inflamatéria e foram cultivados a 37°C durante 24 horas. A
cultura de células adicionaram-se 50 pg/mL de ATX-S10-Na da
presente invencdo e as células foram ainda cultivadas sob as
mesmas condicdes. Subsequentemente, as células foram lavadas
com PBS, foram irradiadas com laser a 10 J/cn@, e foram
observadas quanto a viabilidade ao longo do tempo.

Assumindo o numero inicial de células vidveis no meio de
cultura antes da irradiacdo com 1laser como sendo 100%, a
viabilidade das células foi determinada 1, 2, 3, 6, 12 e 24
horas apdés a irradiacgdo. Os resultados sdo apresentados na
Fig. 6. Como mostrado, 75% dos querandécitos incubados com
ATX-S10-Na morreram 6 horas apds a irradiacdo com laser.

Utilizando o modelo de ratinho de dermatite, 0s
inventores conduziram ainda o ensaio gue se segue para

examinar os efeitos de TFD utilizando ATX-S510-Na na doenca.

Ensaio 4 (ensaio in vivo): Inducdo de dermatite na pele

de rato por tratamento com acetato de tetradecanoil-

forbol (TPA) e efeitos terapéuticos da TFD apds

aplicacdo de unguento de ATX-S10-Na

1) Preparacdo do unguento de ATX-510-Na

Utilizando um unguento hidréfilo de base descrito em
Japanese Pharmacopoeia, foram preparados por uma técnica
farmacéutica comum dois unguentos hidrdéfilos, um contendo 1%
de ATX-S10°Na e o outro 10% do composto.
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2) Inducdo de dermatite inflamatédria

Ratinhos DBA/1 macho, com 6 a 8 semanas de idade e
pesando 15 a 18 g, foram rapados com um tosquiador e com uma
navalha. Aplicou-se entdo TPA a pele para induzir dermatite.

3) A um grupo de ensaio foi aplicado o unguento
hidré6filo contendo 1% de ATX-S10-Na. O unguento foi aplicado
a regido da pele onde a dermatite foi induzida e foi removido
por lavagem apds 3 horas. A um grupo de controlo foi aplicado
um unguento hidréfilo livre de ATX-S10+:Na e foi também
removido por lavagem apds a aplicacdo. As 1imagens de
fluorescéncia obtidas 3 horas apbds a aplicacdo mostraram
fluorescéncia avermelhada no grupo de ensaio mas ndo no grupo
de controlo, indicando a presenca de ATX-S10-Na acumulado na
pele (Fig. 7).

4) Irradiacdo com laser em TFED

O grupo de ensaio foili entdo dividido em dois subgrupos:
um grupo foi irradiado com laser a 100 J/cm® e o outro grupo
ndo foi irradiado. Foi observada a histologia da pele de cada
animal.

Os resultados indicam gque a dermatite causada por TPA
(regido inflamada) se manteve no grupo ndo irradiado enguanto
se observou uma diminuicdo significativa na regido inflamada
no grupo irradiado. Isto demonstra que gquando utilizado em
TFD, o ATX-S10-Na da presente invencdo serve para aliviar
significativamente a dermatite.

Micrografias de seccgdes transversails de tecidos de pele
com e sem irradiacdo com laser sdo mostradas na Fig. 8.

Ficou assim demonstrado que o derivado de é&cido
aspartico iminoclorado de férmula (I) ou um seu sal
farmaceuticamente aceitédvel, em particular, ATX-S10-Na, se
acumula efectivamente em células inflamadas. As células sé&o
entdo expostas a irradiacdo por laser em TFD para induzir
necrose das células inflamadas e deste modo tratar

eficazmente a queratose inflamatédria.



EP 1 537 867/PT
14

Ensaio de Referéncia 5: Determinacdo da localizacdo do

nédulo linfatico sentinela e de metdstases de cancro na

almofada plantar de murinos

Foram utilizados ratinhos DBA/1l macho, com 6 a 8 semanas
e pesando 15 a 18 g. Inocularam-se células cancerosas Meth-A
na almofada plantar de cada animal, e injectaram-se 0,02
mg/20 pl de ATX-S10-Na para actuar como composto de ensaio na
regido do tumor. Utilizando um sistema de imagiacgéo
fluorescente a localizacdo do NS foi identificada e a
presenca de metédstases de cancro foi determinada ao longo do
periodo seguinte de 30 minutos.

Como composto de controlo, foi também injectada
Photofrin, um composto de porfirina por via intravenosa. As
condicdes referentes ao sistema de imagiacdo fluorescente sé&o
as seguintes:

Cédmara: Camara a Cores ICCD

Lentes: Micro-Nikkor f55 mm (F 2.8)

Filtros para cortar a luz de excitacdo: Y52%2

Campo de visdo: 39 mm

Luz de excitacdo: Unidade de fonte luminosa (L7212), lentes
(E5147-06); fibra o6ptica (A2873)

Filtros: XYZ*2 + B39 + B37

Distdncia de projeccédo: 145 mm

As condigbes referentes a captura de imagem sdo as seguintes:
S-VHS -> DV -> DV Raptor (DV video) Regulacgdes padréo

Tamanho da imagem: Resolucdo 640x480 Formato DV

(Brilho = 128, contraste = 199, espessura de cor = 192,
tonalidade = 128, nitidez = 1)

A Fig. 9 mostra imagens obtidas para Photofrin (referida
simplesmente como PF dagqui em diante) como composto de
controlo e a Fig. 10 mostra imagens obtidas para o ATX-S10-:Na
da presente invencdo (referido simplesmente como S10, daqui
em diante).

Como mostrado, a localizacdo do NS foi claramente
indicada pela injeccdo de ATX-510-Na.

Subsequentemente, o NS foi recolhido e colocado num tubo
de ensaio. Adicionaram-se 500 pL de solucgdo aquosa de 0,3% de
dcido tricloroacético/60% de MeOH e o tecido foi sonicado a



EP 1 537 867/PT
15

temperatura ambiente durante 10 minutos. O produto sonicado
foi transferido para um tubo eppendorf e foi centrifugado
(8000xG, 10 min., 4°C). Colocaram-se 200 pL do sobrenadante
numa placa de fundo plano de 96 pocos (Nalge Nunc 167008) e a
fluorescéncia foi determinada por um leitor de placa de
fluorescéncia (CytoFluor 2350, Millipore). A fluorescéncia
foi medida a um comprimento de onda de excitacdo de 420 nm e
a um comprimento de emissdo de fluorescéncia de 645 nm. O
nivel de ATX-S10:Na no NS foi determinado como sendo uma
quantidade vestigidria de 10 a 20 ng/mg, O gue provou a
elevada sensibilidade do método.

Assim, a localizacdo do NS pode ser determinada pela
utilizacdo do derivado de 4&cido aspdrtico iminoclorado de
férmula (I) da presente invencdo. Uma vez localizado o NS,

realiza-se a bidpsia para determinar se o cancro metastizou.

A determinacdo de metédstases de cancro para o NS torna
possivel determinar se o cancro metastizou para todo o
sistema linfatico e, deste modo, oferece uma direccdo para
futuros diagndésticos e tratamentos.

Aplicabilidade industrial

Como estabelecido, tirando vantagem da grande capacidade
do derivado de é&acido aspartico iminoclorado de férmula (I),
em particular de ATX-S10-Na, um sal de sdédio do composto,
para se acumular em células inflamadas, a presente invencéo
proporciona um agente terapéutico para utilizacdo na TFD da
queratose inflamatédria.

No que se refere aos agentes terapéuticos para a
queratose inflamatdria, nenhum dos agentes anti-inflamatdrios
convencionais, inibidores do crescimento epidérmico ou
terapias por UV (e.q. PUVA) proporcionam um tratamento
decisivo. A TFD wutilizando <cloridrato de 4&cido 5-amino-
levulinico (5-ALA) falha também no fornecimento de efeitos
terapéuticos devido a baixa capacidade do composto para se
acumular em neovascularizacdes e ao comprimento de onda de
maximo de absorcdo do composto (630 nm). Em contraste, os
agentes terapéuticos da presente invencdo, dque se acumulam
eficazmente em células inflamatdérias subepidérmicas quando
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administrados por via percutdnea, podem ser utilizados em TFD
na qual os compostos acumulados sédo expostos a irradiacgdo por
laser para tratar eficazmente a doenca.

Lisboa, 2008-09-25
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REIVINDICACOES

1. Utilizacéo de um derivado de acido aspartico
iminoclorado de férmula (I)

HON
\

HO

(I)

AspOC ‘ COAsp |

em que Asp representa um residuo de acido aspartico; ou de um
seu sal farmaceuticamente aceitdvel para a preparacdo de um
medicamento para o tratamento de qgueratose inflamatdéria por
terapia fotodindmica (TFD).

2. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o
derivado de é4cido aspartico iminoclorado de fédrmula (I) ou um
seu sal farmaceuticamente aceitdvel é um sal de sdédio.

3. Agente terapéutico para utilizacdo na TFD de queratose
inflamatéria que compreende como ingrediente activo o
derivado de é&cido aspadrtico iminoclorado de férmula (I) de
acordo com a reivindicacdo 1 ou um seu sal farmaceuticamente
aceitavel.

4, Agente terapéutico de acordo com a reivindicac¢do 3,
em que o derivado de &cido aspartico iminoclorado de férmula
(I) ou um seu sal farmaceuticamente aceitédvel é um sal de
sbédio.

5. Utilizacdo do derivado de &4cido aspartico iminoclorado
de férmula (I) de acordo com a reivindicacdo 1 ou de um seu
sal farmaceuticamente aceitdvel para a preparacdo de um
medicamento para utilizacdo na TFD de queratose inflamatédria.

6. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 5, em que o
derivado de é4cido aspartico iminoclorado de fédrmula (I) ou um

seu sal farmaceuticamente aceitéavel €& um sal de sdédio.

Lisboa, 2008-09-25
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