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(57) Resumo: USO DE COMPOSTOS QUIMICOS CAPAZES DE
INIBIR A AGCAO TOXICA DAS ESFINGOMIELINASES D DO VENENO
DE ARANHAS LOXOSCELES E COMPOSICAO FARMACEUTICA
COMPREENDENDO OS REFERIDOS COMPOSTOS A presente
invencdo se refere, preferencialmente, ao uso do 4-bromo-N-[(E)-(2-
metil-1H-indol-3-il)metileneamino] benzenosulfonamida e do 4-metil-3-
ox0-2-(3-piridilmetileno) benzo[3,4-b]furan-6-il-4-
clorobenzenossulfonato, (compostos 5 e 6, respectivamente), os quais
sdo compostos capazes de inibir a agéo toxica da esfingomielinases D
do veneno de Loxosceles, controlando o desenvolvimento do
loxoscelismo cutaneo e sistémico; redugéo de hemodlise, inibir a lesdo
cutanea, inibir a dermonecrose, inibir vias de sinalizagéo intracelular e
produgdo de espécies reativas de oxigénio. Além do potencial
terapéutico, tais inibidores podem ser usados como ferramentas no
estudo da agdo de esfingomielinases e fosfolipases D. A presente
invencdo ainda se refere a uma composigdo farmacéutica para o
tratamento de Loxoscelismo, redugdo de hemdlise, inibir a lesdo
cutanea, inibir a dermonecrose, inibir vias de sinalizagéo intracelular e
produgdo de espécies reativas de oxigénio, a qual compreende os
referidos compostos e um veiculo farmaceuticamente aceitavel
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Relatdério Descritivo de Patente de Invencao para: ”"USO DE
COMPOSTOS QUIMICOS CAPAZES DE INIBIR A AGAO TOXICA DAS
ESFINGOMIELINASES D DO VENENO DE ARANHAS LOXOSCELES E
COMPOSIQAO FARMACEUTICA COMPREENDENDO 0s REFERIDOS
COMPOSTOS” .

Campo da Invengao

A presente invengdo se refere ao uso de compostos
gquimicos capazes de inibir a agao téxica das
Esfingomielinases D dos venenos de aranhas Loxosceles. Mais
especificamente, a presente invengao se refere ao uso das
benzenossulfonamidas e benzenossulfonatos na 1inibicao da
agao toéoxica das Esfingomielinases D dos venenos de aranhas
Loxosceles.

Antecedentes da Invencgao

e

O Loxoscellismo {acidente por aranha marrom} tem gido
descrito em varios continentesg. Corresponds a forma mais
grave de aransismo no Brasil. A maloria dos acidentes
notificadeos se concentra nce sul do pais, particularmente,

Farand e Santa Catarina. 0O acidente atings mals comumente

ooorrends no

aduitosz, com discreto predominioc em m

intradomiciiio. OCbserva-se uma distribuigadc centripeta das
picadas, acometendo mals a coxa, hbroncoe ou brago.
0 componente mais importante do veneno

das Loxosceles é a esfingomielinase D que atua sobre a
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matriz extracelular, e através da ativagcadao do sistema
complemento e de agoes sobre células endoteliais,
epiteliais, leucdcitos e plaquetas leva a liberacao de
mediadores inflamatérios, obstrucdo de peguenos vasos no
local da inoculagao do veneno, e conseqgquente lesao
tecidual. Da mesma forma, a hemdlise tem sido atribuida a
agao da esfingomielinase-D sobre metaloproteinases
enddégenas. Uma vez ativadas, estas agem sobre proteinas da
membrana de hemacias, tornado-as susceptiveis a agdao do
complemento.

0O Pedido de ©patente Dbrasileiro PI 0514809-0 A,
depositado em 29 de agosto de 2005 em nome de Universidade
Nacional Autdénoma de México) e Laboratorios Silanes S.A. de
C.V. e intitulado: “Imundgeno e antiveneno contra © veneno
da aranha marrom” descreve o 1isolamento, caracterizagao e
expressao de fragmentos de DNA codificantes das
Esfingomielinases D de 3 espécies de aranhas do género
Loxosceles: L. boneti, L. reclusa e L. laeta e seu uso como
imunégeno para a producdo de anticorpos neutralizantes do
veneno correspondente e de fragmentos F(ab’)2 respectivos.
O referido documento PI 0514809-0 também relata o uso de
Esfingomielinases D recombinantes como parte de uma matriz
antigénica Util na imunopurificacado de anticorpos e seus

fragmentos como parte de um dispositivo diagndéstico para
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envenenamento por uma aranha do género Loxosceles.

Como pode ser observado, o documento PI 0514809-0
descreve basicamente a producaoc de Esfingomielinases
recombinantes para a produgaoc de anticorpos neutralizantes
contra o veneno de aranhas do género Loxosceles e o seu Uso
em composigdes para o tratamento de envenenamento por essas
aranhas. Em nenhum momento o referido documento PI 0514809-
0 descreve ou muito menos sugere © uso de compostos
inibidores da classe das benzeno sulfonamidas e cloro
benzeno sulfonatos para o tratamento de sintomas associados
com o Loxoscelismo provocado pela picada de aranhas do
género Loxosceles.

0O pedido de patente internacional WO 01/74343,
depositado em 30 de margo de 2001, publicado em 11 de
outubro de 2001; em nome de 3M INNOVATIVE PROPERTIES
COMPANY e intitulado: *“Method for the treatment of dermal
lesions caused by envenomation” se refere a um método de
tratamento de lesdes cutdneas causadas por envenenamento
compreendendo a aplicag¢ao no local da lesao de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto
modificador da resposta imune selecionado do grupo
consistindo de aminas de imidazoquinolina, aminas de
imidazopiridina, aminas ciclo alquil imidazopiridina 6, 7-

fundidas, aminas imidazonaftiridina, aminas tetrahidro
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naftiridina imidazo, aminas oxazolopiridines, aminas
oxazoloquinoline, aminas tiazolopirimidina, aminas
tiazoloquinoline e aminas de imidazoquinolina ligadas em
ponte-1,2.

Como observado, o pedido de patente internacional WO
01/74343 prevé unicamente o uso de compostos modificadores
da resposta 1mune (IRMs) conhecidos mencionados acima,
capazes de estimular a resposta imune inata e adquirida,
para o tratamento de lesdes cutdneas provocadas por
envenenamento provocado, por exemplo, por picadas de
aranhas do género Loxosceles, entre outros. O referido
pedido de patente internacional WO 01/74343 nao menciona
nem sugere o uso de compostos inibidores especificos para
as Esfingomielinases D presentes no veneno de aranhas do
género Loxosceles para o tratamento das lesdes cuténeas
e/ou prevencgao do desenvolvimento de Loxoscelismo.

O pedido de patente internacicnal WO 2007/149343,
depositado em 15 de Jjunho de 2007, publicado em 27 de
dezembro de 2007; em nome de THE BOARD OF TRUSTEES OF THE
LELAND STANFORD JUNIOR UNIVERSITY e intitulado: “Proteases
for treatment of venemous bites” se refere a materiais e
métodos, incluindo kits, para o uso no tratamento de
picadas de cobras, picadas de abelhas, picadas de aranhas,

e outras formas de envenenamento ou exposigdao a toxinas. Os
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materiais e métodos envolvem o uso de proteases associadas
com mecanismo protetor de degranulacdo de mastdcitos,
associadas a uma redugdo nos efeitos tdxicos e aumento da
taxa de sobrevivéncia em modelos animais. As proteases
utilizadas sao selecionadas do grupo contendo dguimases
(especificidade ao substrato semelhante a quimiotripsina),
carboxipeptidase A, carboxipeptidase B, triptases
(especificidade ao substrato semelhante a tripsina),
guimiotripsina ou papaina.

Apesar do pedido de patente internacional WO
2007/149343 wutilizar nos seus exemplos de concretizacgao
tratamento por envenenamento da aranha Loxosceles reclusa,
o referido pedido de patente internacional WO 2007/149343
nao prevé o uso de um composto inibidor especifico para a
Esfingomielinase D de aranhas do género Loxosceles.

O Pedido de patente internacicnal WO 2008/022771,
depositado em 21 de agosto de 2007, publicado em 28 de
fevereiro de 2008; em nome de NOVARTIS AG e intitulado:
“Amides as sphingomieline inhibitors” descreve formulacgao
que prevé o uso de inibidores de Esfingomielinase acida
para o tratamento de transtornos mediados pela atividade da
Esfingomielinase acida presentes no lisossoma das células
de mamiferos, tais como doencgas autoimunes, doencgas dgque

envolvem apoptose anormal, e crescimento de tumores, por
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exemplo. Portanto, nao ¢é descrito no referido documento
quaisquer compostos com capacidade de inibir
especificamente a acao tdéxica das Esfingomielinases D
provenientes dos venenos de aranhas do género Loxosceles,
controlando o desenvolvimento do Loxoscelismo cutédneo e
sistémico.

0O pedido de patente norte-americanc US 2010/0099881 Al
(correspondente do pedido internacional PCT/JP2008/053936),
depositado em 07 de dezembro de 2009, publicado em 22 de
abril de 2010; em nome de Mugio Nishizawa, Hiroshi Imagawa,
Jun Sakurai, Masataka 0Oda e Otsuka Chemical CO. LTD. E
intitulado: “Sphingosine compound, method for producing the
same, and sphingomyelinase inhibitor” revela somente
composto Esfingosina novo, com atividade inibitéria da acgéo
da FEsfingomielinase adeguada para o uso como medicamento
para o tratamento ou prevengcao de hemorragia cerebral,
infarto cerebral e doengas cerebrovasculares semelhantes,
ferimentos na cabega, deméncia senil, representado por
doengca de Alzheimer e Parkinson entre outras doengas
degenerativas semelhantes, diabetes, obesidade,
arteriosclerose, doencas inflamatdrias, doencas autoimunes,
cancer, doencga renal e doencas cardiacas.

O artigo; publicado em Journal of Investigative

Dermatology (2007), wvolume 127, paginas 1410 a 1418,



10

15

20

disponivel online em 11 de Janeiro de 2007, Autores:
Danielle Paixao-Cavalcante, Carmem W. van der Berg, Rute M.
Gongalves-de-Andrade, Matheus de F. Fernandes-Pedrosa,
Cinthya Kimori Okamoto e Denise V. Tambourgi, intitulado:
“Tetracicline protects against dermonecrosis 1induced by
loxosceles spider venom” se refere ao uso de antibidticos
da classe das tetraciclinas classicas (tetraciclina,
doxiciclina e minociclina) na inibig¢ao ou reducgao de lesdes
dermonecrdticas e nos mecanismos envolvidos com o)
desenvolvimento do loxoscelismo cutdneo induzidos pelo
veneno de aranhas Loxosceles através de experimentos 1in
vitro e in vivo. Segundo o referido documento, o tratamento
tépico é mais eficiente na prevengao ou reducdo das lesdes
dermonecrdéticas do gque o tratamento oral {(sistémico)
possivelmente pela concentragao de tetraciclinas
utilizadas, gque em alta concentragao sistémica pode levar a
toxicidade. De acordo com o dito documento, a ligacgao de
Esfingomielinase D proveniente do veneno de aranhas
Loxosceles a superficie «celular induz a expressao e
ativacao de metaloproteinases (MMPs) enddgenas. Assim, o
mecanismo de ag¢gao proposto no documento envolve a agao
inibitdéria das tetraciclinas sobre metaloproteinases
(MMPs), cuja expressao e ativacgao sao induzidas pelo veneno

de aranhas Loxosceles. Em nenhum momento o dito documento
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se refere ao uso de compostos da <classe das Dbenzeno
sulfonamidas e c¢loro benzeno sulfonatos com propdsitos
semelhantes.

Como pode ser observado nenhum documento do estado da
técnica descreve ou muito menos sugere o uso de compostos
inibidores da classe das benzenossulfonamidas e
benzenossulfonatos para o tratamento de sintomas associados
com o Loxoscelismo provocado pela picada de aranhas do
género Loxosceles.

Sumario da Invencgao

Para solucionar os problemas acima mencionados, a
presente invencdo propiciarda vantagens significativas em
relagao ao uso de compostos inibidores da c¢lasse das
benzenossulfonamidas e benzenossulfonato para o tratamento
de sintomas associados com o Loxoscelismo provocado pela
picada de aranhas do género Loxosceles, possibilitando um
aumento do seu desempenho e apresentando uma relacgao
custo/beneficio mais favoravel.

A presente 1invengao se refere ao uso de compostos
inibidores da classe das benzenossulfonamidas e
benzenossulfonato com atividade inibitdéria sobre as
esfingomielinases D dos venenos de aranhas Loxosceles na
para preparagao de um medicamento para atuar sobre a

atividade hidrolitica da toxina Esfingomielinase D (SMase
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D) recombinante e do veneno da aranha marrom Loxosceles
laeta.

A presente invengao se refere, preferencialmente, ao
uso do 4-bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileneamino]
benzenosulfonamida e do 4-metil-3-oxo0-2-(3-piridilmetileno)
benzo[3,4-b] furan-6-il-4-clorobenzenossulfonato, (compostos
5 e 6, respectivamente), os gquals sao compostos capazes de
inibir a agdo toéxica da esfingomielinases D do veneno de
Loxosceles, controlando o desenvolvimento do loxoscelismo
cutdneo e sistémico; redugcdo de hemdlise, inibir a lesao
cuténea, inibir a dermonecrose, inibir vias de sinalizacgao
intracelular e producao de espécies reativas de oxigénio.

Além do potencial terapéutico, tais inibidores podem
ser usados como ferramentas no estudo da acao de
esfingomielinases e fosfolipases D.

Em um segundo aspecto, a presente invencao se refere a
composigao farmacéutica para o tratamento de Loxcscelisnme,
redugdo de hemdlise, inibir a lesdo cutanea, inibir a
dermonecrose, 1inibir vias de sinalizacao intracelular e
produgcao de espécies reativas de oxigénio, a gual
compreende um composto da classe benzenossulfonamida e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel. O composto da classe
benzenossulfonamida sendo, preferencialmente, o composto 4-

bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metilenocamino]
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benzenossulfonamida.

Um terceiro aspecto da presente invengao se
refere a uma composicao farmacéutica para o tratamento de
Loxoscellsmo, redugdo de hemdlise, inibir a lesdoc cutanea,
inibir a dermonecrose, inibir vias de sinalizacao
intracelular e producdo de espécies reativas de oxigénio, a

gual compreende um composto da classe benzenossulfonato e

um veiculo farmaceuticamente aceitavel. O composto da
classe benzenossulfonato seendo, preferencialmente, o}
composto 4-metil-3-ox0-2-(3-piridil metileno)benzol[3, 4-

b]furan-6-il-4-clorobenzenossulfonato

Breve Descrigao dos Desenhos

A estrutura e operacgao da presente invencgao,
juntamente com vantagens adicionais da mesma podem ser mais
bem entendidas mediante referéncia aos desenhos em anexo e
a seguinte descrigao:

A Figura 1 mostra a férmula estrutural do composto 5 -
4-bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileneamino]
benzenosulfonamida;

A Figura 2 mostra a férmula estrutural do composto 6 -
4-metil-3-oxo-2-(3-piridilmetileno) benzol[3,4-b]furan-6-il-
4-clorobenzenossulfonato;

A Figura 3 mostra um grafico indicando a capacidade de

inibigcao da atividade hidrolitica das esfingomielinases
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recombinantes e presentes no veneno de Loxosceles laeta,
sobre o substrato esfingomielina (SM), pelos compostos 5 e
6;

A figura 4 mostra um grafico indicando a capacidade de
inibigcao da atividade hidrolitica das esfingomielinases
recombinantes e presentes no veneno de Loxosceles laeta,
sobre o) substrato lisofosfatidilcolina (LPC), pelos
compostos 5 e 6;

As figuras 5 (a) e 5 (b) mostram as curvas dose-
resposta dos compostos 5 e 6 na 1inibigao da atividade
hidrolitica sobre SM, com base nas guais foram calculados
0os valores de ICsy dos compostos;

A figura 6 apresenta a porcentagem de inibicao da
remogao das glicoforinas C da superficie de eritrdcitos
pelos compostos 5 e 6, evento crucial no desenvolvimento da
hemélise dependente de Sistema Complemento observada nos
envenenamentos;

A figura 7 mostra a porcentagem de inibig¢ao da ligacgao
das esfingomielinases D a superficie dos eritrdcitos, pelos
compostos 5 e 6;

As figuras 8 e 9 representam a capacidade dos
compostos 5 e 6 de reduzir a morte de qgueratindcitos
humanos, induzida pelas esfingomielinases recombinantes e

presentes no veneno de L. laeta;
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A figura 10 mostra a porcentagem de 1inibigcaoc da
ligagao das esfingomielinases recombinantes e presentes no
veneno a membrana celular de queratindcitos humanos, pelos
compostos 5 e 6;

A figura 11 descreve a porcentagem de inibicao da
produgao/secrecdo de metaloproteinases de matriz (MMP-2 e
9) por queratindcitos humanos tratados com as
esfingomielinases D recombinantes promovida pelos compostos
5 e 6;

A figura 12 mostra a porcentagem de 1inibigao do
desenvolvimento das lesdes dermonecrdticas em coelhos,
analisadas 24, 48 e 72 horas apds a inoculacao do veneno,
pelos compostos 5 e 6;

A figura 13 representa a porcentagem de inibicao da
ativacao da via de sinalizagdo intracelular MAPK ERK1/2 em
queratindcitos humanos tratados com as esfingomielinases D
recombinantes, pelos compostos 5 e 6;

A figura 14 mostra a porcentagem de inibigcaoc da
producao do dion superdxido por queratindcitos humanos
tratados com as esfingomielinases D recombinantes, pelos
compostos 5 e 6;

A figura 15 demonstra a porcentagem de inibicao da
producao de citocinas TNF-a e TGF-B1 por gqueratindcitos

humanos tratados com as esfingomielinases D recombinantes,
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pelos compostos 5 e 6;

A figura 16 apresenta a média de inibigdo de todas as
atividades testadas para os compostos 5 e 6; e

0 anexo 1 mostra microfotografias da analise
histopatoldgica da pele de coelhos inoculados com o veneno

de L. laeta ou com o veneno incubados com os compostos 5 e

Descrigao Detalhada da Invencgao

Embora a presente invencao possa ser suscetivel a
diferentes modalidades, ¢ mostrada nos desenhos e na
seguinte discussao detalhada, uma modalidade preferida com
o entendimento de que a presente modalidade deve ser
considerada uma exemplificacdo dos principios da invencgao e
nao pretende limitar a presente invencao ao que foi
ilustrado e descrito aqui.

A presente 1nvengcao se refere ao uso de compostos
inibidores da classe das benzenossulfonamidas e
benzenossulfonato com atividade inibitdéria sobre as
esfingomielinases D dos venenos de aranhas Loxosceles na
para preparagao de um medicamento para atuar sobre a
atividade hidrolitica da toxina Esfingomielinase D (SMase
D) recombinante e do veneno da aranha marrom Loxosceles
laeta.

A presente invengao se refere, preferencialmente, ao
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uso do 4-bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileneamino]
benzenosulfonamida, denominado composto 5, (Figura 1) e do
4-metil-3-0ox0-2-(3-piridilmetileno)benzol[3,4-b]furan-6-il-

4-clorobenzenossulfonato, denominado composto 6, (Figura
2), o0s gquals sao compostos capazes de inibir a acao todxica
da esfingomielinases D do veneno de Loxosceles, controlando
o desenvolvimento do loxoscelismo cutédneo e sistémico,
tratamento de Loxoscelisme, reducao de hemdlise, inibir a
lesao cuténea, inibir a dermonecrose, inibir wvias de
sinalizagdo intracelular e producgdo de espécies reativas de
oxigénio. Além do potencial terapéutico, tais inibidores
podem ser usados como ferramentas no estudo da acao de
esfingomielinases e fosfolipases D.

Os compostos inibidores da presente invencgao podem ser
usados Como ferramentas no estudo da agao de
esfingomielinases e fosfolipases D, assim como, ofs]
referidos compostos inibidores tém potencial terapéutico
para os envenenamentos por aranhas Loxosceles e nas
infecgdes por microorganismos produtores de SMases.

Seleg¢do dos compostos

Os ligantes utilizados nos estudos de Docking
molecular foram selecionados a partir de um banco de dados
gratuito de moléculas comercialmente disponiveis, o ZINC

Database (www.zlnc.docking.cxrg). Muitos ligantes neste
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banco de dados estdo disponiveis em varios formatos 3D
imediatamente utilizaveis por muitos programas populares de
docking.

Além das propriedades fisico-quimicas importantes, o
banco contém informagdes de fornecedores e numeros de
catdlogo original para cada fonte comercial desse composto.
E possivel encontrar também informacgdes sobre funcdo ou
atividades ja estudadas para o) composto, quando
disponiveis.

Estudos de Docking molecular

Estudos de docking molecular, para a selecao de
inibidores de SMases D, foram conduzidos no Laboratédrio
Nacional de Luz Sincroton, Campinas - Sao Paulo, com o©
auxilio de softwares ICM - Molsoft (baseado no algoritmo de
Monte Carlo), Molegro Virtual Docker (baseado em um
algoritmo de busca heuristico que combina evolugao
diferencial com um algoritmo de predicao de cavidade) e
GOLD (baseado em um agortimo genético). As analises de
docking foram realizadas com base na estrutura 3D da SMase
I do veneno de L. laeta conforme o artigo de MURAKAMI, M.
T.; FERNANDES-PEDROSA, M. F.; TAMBOURGI, D. V.; ARNI, R. K.
e intitulado “Structural basis for metal ion coordination
and the <catalytic mechanism o0of sphingomyelinases D"

publicado no J. Biol. Chem., v. 280, n. 14, p. 13658-136614,
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2005 e incorporado aqui por referéncia.

Os tépicos seguintes descrevem a acao dos compostos 4-—
bromo—-N-[ (E) - (2-—-metil-1H-indol-3-il)metileneamino]
benzenosul fonamida (Figura 1) e d-metil-3-oxo-2-(3-
piridilmetileno)benzo[3,4-b]furano—-6-1il 4-cloro
benzenossul fonato (Figura 2), denominados como compostos 5
e 6 da presente invengao, nos mecanismos que permeiam o
desenvolvimento do loxoscelismo cuténeo e sistémico.
Anidlise da agdo inibitéria dos compostos 5 e 6 sobre a
atividade hidrolitica da toxina e do veneno.

Os compostos 5 e 6 da presente invencao foram diluidos
em dimetilsulféxido (DMSO) e preparados em uma solugao
estoque de alta concentracdo, a gqual foil diluida em solugéao
salina estéril para as concentragbes utilizadas em cada
ensaio.

Nos ensaios de fluorimetria, a fluorescéncia basal dos
compostos fol medida e descontada nestes ensaios.

Foi analisada a capacidade dos compostos na

concentragao de 40 uM, em inibir a atividade hidrolitica da

toxina Esfingomielinase D (SMase D) recombinante e do
veneno de Loxosceles laeta sobre oS substratos
Esfingomielina (SM) e Lisofosfatidilcolina (LPC) por

ensaios de fluorimetria.

A Figura 3 mostra a porcentagem de inibicao dos
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compostos 5 e 6 gobre a atividade hidrolitica das SMases D
recombinantes e presentes no veneno de L. laeta, sobre o
substrato esfingomielina (SM).

Os resultados mostraram que o composto 5 da presente
invencao 1nibe em 45,7% e 53% a atividade da toxina
recombinante e do veneno de L. laeta, respectivamente,
sobre o substrato SM. O composto 6 da presente invencgao
inibiu em 51% e 22,7% a atividade da toxina recombinante e
do veneno, respectivamente.

A Figura 4 mostra a porcentagem de inibicao dos
compostos 5 e 6 gobre a atividade hidrolitica das SMases D
recombinantes e presentes no veneno de L. laeta, sobre o
substrato lisofosfatidilcolina (LPC).

Em relacao ao substrato LPC, o composto 5 da presente
invencao reduz em 38,6% e 44,4% a atividade da toxina
recombinante e do veneno, respectivamente. Ja o composto 6
da presente invencao, reduz em 34 e 16% esta atividade.

As Figuras 5 (a) e 5 (b) mostram as curvas dose-
resposta da inibig¢do da atividade hidrolitica das SMases D
recombinantes sobre o substratos esfingomielina, pelos
compostos 5 e 6, respectivamente. Com base nestas curvas
foi calculado o ICsq dos compostos.

Com base nas referidas curvas dose-resposta da acao

dos compostos sobre a atividade da toxina recombinante
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sobre o substrato SM, foram obtidos os valores de ICsq,
sendo de 45,4 + 1,2 uM para o composto 5 da presente
invengao e 63,4 + 1,1 puM para o composto 6 da presente
invencao.

A analise do mecanismo de inibig¢do mostrou gque os
compostos 5 e 6 da presente invencao podem ser
classificados como inibidores de acgao incompetitiva com
valores de K; de 1,63 e 1,73 uM, respectivamente.

Anadlise da ag¢do dos compostos 5 e 6 da presente invengédo

sobre a hemélise induzida pelo veneno de Loxosceles

A remogao das glicoforinas da superficie de
eritrécitos pela agédo indireta da toxina € um evento
crucial para o desenvolvimento da hemdélise intravascular
presente nos acidentes.

A Figura 6 mostra a porcentagem de inibig¢ao da remocgao
de Glicoforinas C da superficie de eritrdécitos humanos
induzida pelas SMases D presentes no veneno de L. laeta.

A analise da expressao de glicoforina C na superficie
de eritrdécitos humanos por citometria de fluxo, mostrou gue
na presencga dos compostos 5 e 6 da presente invengao (40
uM), a remogao destas moléculas da superficie das células é
reduzida em 92,6 e 88,2%, respectivamente.

A Figura 7 mostra a um grafico indicando a porcentagem

de inibicao da ligagao das SMases D presentes no veneno de
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L. laeta a superficie de eritrdécitos humanos

Este evento de remogdo da glicoforina C é associado a
ligagao da toxina na membrana do eritrdcito. Desta forma, a
ligagao da toxina a superficie da célula foi analisada por
citometria de fluxo e os resultados indicaram uma redugao
da ligagao de 96,8 e 84% na presenca dos compostos 5 e 6,
da presente invencao, respectivamente.

Andlise da ag¢do dos compostos 5 e 6 da presente invengéo
sobre os mecanismos do loxoscelismo cuténeo

0 desenvolvimento da lesao cuténea vista no
loxoscelismo estd intimamente relacionada a morte celular
de gueratindcitos induzida pela SMase D.

A Figura 8 mostra a Viabilidade de queratindcitos
humanos tratados somente com SMase D recombinante ou
incubada com os compostos 5 e 6. A analise da viabilidade
celular pelo método de MTT in vitro, apds tratamento com a
toxina recombinante ou com o veneno mostrou gue na presenga
do composto 5 da presente invencao a viabilidade das
células tratadas com a toxina aumenta de 20,23 para 55,75%
e na presenga do composto 6 da presente invengdo aumenta
para 53,55%.

A Figura 9 mostra a viabilidade de queratindcitos
humanos tratados somente com veneno de L. Iaeta ou com

veneno incubado com os compostos 5 e 6. As células tratadas
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com veneno tiveram sua viabilidade aumentada de 36,7 para
45,9% com o composto 5 da presente invencao e para 59,26%
com o composto 6 da presente invencgao. Para estes ensaios
os compostos 5 e 6 da presente invencao foram utilizados na
concentracao de 10 uM.

Assim como em eritrdcitos, a morte celular de
queratindcitos esta associada a ligagdao da toxina na
membrana desta célula.

A Figura 10 mostra um grafico indicando a porcentagem
de inibicao da ligagao das ©SMases D recombinantes e
presentes no veneno de L. laeta a superficie de
queratindcitos humanos A analise deste parametro por
citometria de fluxo mostrou que a ligagao da toxina
recombinante € reduzida em 54,9% com o© composto 5 da
presente invengcao e 50,77% com o composto 6 da presente
invengao, ambos na concentracao de 40 pM. Ja a ligagao das
SMases presentes no veneno € reduzida em 63,8 e 25,6% na
presencga dos compostos 5 e 6, respectivamente.

Outro evento associado a morte dos qgueratindcitos
durante o desenvolvimento da lesdo cutdnea € a produgao das
metaloproteinases de matriz extracelular 2 e 9 (MMPs).
Desta forma, os sobrenadantes de cultura dos gqueratindcitos
tratados com o veneno de L. laeta foram investigados por

ELISA quanto a presenca de MMP-2 e 9. Na presenca dos
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compostos 5 e 6 da presente invengao (10 pM) a secregao de
MMP-2 é reduzida em 81 e 98,4%, respectivamente. Em relacéo
a MMP-9, ambos os compostos inibem completamente a secregao
desta MMP.

A Figura 11 mostra um grafico indicando a porcentagem
de inibigdo da produgao/secrecac de MMP-2 e 9 pelos
gueratindécitos humanos tratados com o veneno de L. laeta

Apds a analise dos aspectos que permeiam o)
desenvolvimento da lesdc cutédnea, fol verificada entdo, a
capacidade dos compostos em inibir a dermonecrose in vivo,
utilizando um modelo em coelhos.

Apbés 24 horas da inoculagdao do veneno, a lesao foi
reduzida em 61,8 e 36% na presencga dos compostos 5 e 6 da
presente invengao, respectivamente. Em 48 horas, a inibigao
foi de 60 e 45% e em 72 horas foi de 56 e 49% na presenga
destes dois compostos.

A Figura 12 mostra um grafico indicando a porcentagem
de inibicao das 1lesdes dermonecrdéticas desenvolvidas em
coelhos pela inoculacao do veneno de L. laeta

A  analise histopatoldgica das peles dos coelhos
inoculados com o veneno na presenga ou auséncia destes
compostos demonstra que na presenga dos compostos 5 e 6 da
presente 1invencdao ha uma redug¢dao na desorganizacao das

fibras «colagenas da derme, auséncia de hemorragia e
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infiltrado inflamatério, bem como de lesao na camada
muscular adjacente em relagdo aquele inoculado apenas com o
veneno.

0 Anexo 1 mostra microfotografias da analise
histopatoldgica da pele de coelhos inoculados somente com o
veneno de L. laeta ou com o veneno incubado com os
compostos 5 e 6.

Os compostos 5 e 6 da presente invencao foram
utilizados na concentracgaoc correspondente a trés vezes o
valor do ICsg (136,2 pM para o composto 5 e 190,2 pM para o
6) .

Acdo dos compostos 5 e 6 da presente invengdao sobre outros
mecanismos envolvidos na agdo toéxica das esfingomielinases

D do veneno de Loxosceles

A Figura 13 mostra a porcentagem de inibicaoc da
ativagdao da via de sinalizacgdo intracelular MAPK FERK1/2
induzida pelas SMases D recombinantes. A toxina mostrou-se
capaz de induzir a ativagao da via de sinalizacgao
intracelular das MAPKs, mals especificamente, a ERK1/2 em
queratindcitos. Em ensaios de ELISA verificou-se dgue na
presenga dos compostos 5 e 6 da presente invencgao (40 uM) a
de ERK1/2 fosforilada foi reduzida em 65,8 e 80,2%,
respectivamente.

Outro aspecto analisado foi a producao de espécies
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reativas do oxigénio por gueratindcitos tratados com a
toxina, utilizando a técnica de citometria de fluxo.

A Figura 14 mostra porcentagem de inibigao da producgao
do ion superdxido por gueratindcitos tratados com as SMases
D recombinantes

Os resultados indicam que na presenga dos compostos 5
e 6 da presente invengao (40 uM), a produgao de superdxido
por estas células foi inibida em 70,7 e 92,7%,
respectivamente.

Além disso, a expressao do receptor de TNF na
superficie de qgueratindcitos tratados com a toxina foi
analisada por citometria de fluxo. O tratamento com a
toxina leva a uma remogao do receptor da superficie da
célula e esta é revertida em 27,7% na presenca do composto
5 da presente invengao (40 uM).

A producgao de citocinas por gqueratindcitos pode ser um
aspecto importante no desenvolvimento da lesdo cutédnea do
loxoscelismo.

A Figura 15 mostra a porcentagem de inibigcaoc da
produgao de citocinas por queratindcitos humanos tratados
com as SMases D recombinantes. A investigacdo pela técnica
de ELISA, nos sobrenadantes de cultura dos queratindcitos
tratados com a toxina mostrou que a mesma induz a produgao

de TNF-o, a qual foil reduzida em 73,9 e 61,1% na presencga
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dos compostos 5 e 6 (10 uM), respectivamente. Outra
citocina encontrada foli o TGF-B1, sendo esta reduzida em
88,3 e 89,2% na presencga dos compostos.

A Figura 16 mostra um grafico indicando a eficiéncia
dos compostos 5 e 6 na inibicao dos mecanismos envolvidos
na agao tdéxica das SMases D e no desenvolvimento do
loxoscelismo cutdneo e sistémico.

Desta forma, levando em consideracaoc todos os aspectos
analisados, o composto 5 da presente invencdo detém uma
eficiéncia de 61,1%, enquanto o composto 6 da presente
invengao de 54,1% sobre os mecanismos envolvidos na agao
tdéxica das SMases D no desenvolvimento do loxoscelismo.

Sendo assim, os compostos 5 e 6 da presente invencgao
podem ser utilizados:

> Para preparacao de um medicamento para atuar
sobre a atividade hidrolitica da toxina Esfingomielinase D
(SMase D) recombinante e do veneno da aranha marrom
Loxosceles laeta;

> Para preparacao de um medicamento para atuar na
redugdo de hemdlise,

> Para preparacao de um medicamento para inibir a
lesdo cuténea,

> Para preparacao de um medicamento para inibir a

dermonecrose,
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> Para preparagao de um medicamento para inibir
mecanismos envolvidos na acgao tdéxica das SMases D no
desenvolvimento do loxoscelismo;

> Para preparagao de um medicamento para inibir
vias de sinalizacao intracelular e producdo de espécies
reativas de oxigénio

Os compostos 5 e 6 da presente invencgao, além de
atuarem como inibidores de esfingomielinases D do veneno de
aranhas do género Loxosceles, podem atuar como uma droga
terapéutica complementar para os acidentes e possivelmente
Como compostos para controle dos efeitos de
esfingomielinases bacterianas (Coryneumbacterium
pseudotuberculosis, Arcanobacterium haemoliticum, Bacillus
cereus) e de alguns artrdépodes (aranhas, escorpides e
carrapatos) .

Em um segundo aspecto, a presente invencao se refere a
composigao farmacéutica para o tratamento de Loxoscelismo,
redugdo de hemdlise, inibir a lesdo cutanea, inibir a
dermonecrose, 1inibir vias de sinalizacao intracelular e
produgcao de espécies reativas de oxigénio, a gual
compreends um composto da classe benzenossulfonamida e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel. O composto da classe
benzenossulfonamida sendo, preferencialmente, o composto 4-

bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metilenocamino]
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benzenossulfonamida.

Um terceiro aspecto da presente invengao se refere a
uma composigao farmacéutica para o) tratamento de
Loxoscellsmo, redugdo de hemdlise, inibir a lesdoc cutanea,
inibir a dermonecrose, inibir vias de sinalizacao
intracelular e producdo de espécies reativas de oxigénio, a

gual compreende um composto da classe benzenossulfonato e

um veiculo farmaceuticamente aceitavel. O composto da
classe benzenossulfonato sendo, preferencialmente, o}
composto 4-metil-3-ox0-2-(3-piridil metileno)benzol[3, 4-

b]furan-6-il-4-clorobenzenossulfonato.

Por “veiculo farmaceuticamente aceitavel” é entendido
por qualquer veiculo, excipiente, diluente aceitavel no
campo farmacéutico.

Assim, embora tenham sido mostradas apenas algumas
modalidades da presente invencgdo, sera entendido que varias
omissdes, substituig¢bes e alteragbdes nas classes dos
compostos benzenossulfonamidas e benzenossulfonatos podem
ser feitas por um técnico versado no assunto, sem se
afastar do espirito e escopo da presente invencgdao.

E expressamente previsto que todas as combinagdes dos
elementos que desempenham a mesma funcao substancialmente

da mesma forma para alcangar os mesmos resultados estao

dentro do escopo da invencgao. Substituigbes de elementos de
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uma modalidade descrita para outro sao também totalmente
pretendidos e contemplado.

Também é preciso entender que os desenhos nao estao
necessariamente em escala, mas dgue eles sao apenas de
natureza conceitual. A intencgdo é, portanto, ser limitada,

tal como indicado pelo escopo das reivindicagdes anexas.
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REINVIDICAGOES

1. Composigcao farmacéutica para o tratamento de
Loxoscellsmo, reducdo de hemdlise, inibigcao da lesao
cutédnea, 1inibigdo da dermonecrose, 1inibigdo das vias de
sinalizagdo intracelular e producgdo de espécies reativas de
oxigénio caracterizada pele fatce de dgque compreende un
composto da c¢lasse benzenossulfonamida e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

2. Composigao farmacéutica para o tratamento de
Loxogcelilsmo, reducdo de hemdlise, inibigcao da lesao
cutédnea, 1inibigdo da dermonecrose, 1inibigdo das vias de
sinalizagdo intracelular e producgdo de espécies reativas de
oxigénio garacterizada pelce fatce de gque compreende un
composto da classe benzenossulfonato e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

3. Composicgao farmacéutica, de acordo com a
reivindicag¢ao 1, caracterizada pelo fato de gque o composto
da classe benzenossulfonamida é preferencialmente, o)
composto 4-bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileno
amino]benzenossulfonamida.

4. Composicgao farmacéutica, de acordo com a
reivindicag¢ao 2, caracterizada pelo fato de gque o composto
da c¢lasse Dbenzenossulfonato €&, preferencialmente, o}

composto 4-metil-3-ox0-2-(3-piridil metileno)benzol[3, 4-
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bl]furan-6-il-4-clorobenzenossulfonato.

5. Uso dos compostos da classe benzenossulfonamida
caracterizado pelo fato de que é para preparagao de um
medicamento para inibir a acdo tdéxica das Esfingomielinases
D dos venenos de aranhas Loxosceles.

6. Uso dos compostos da classe benzenossulfonatos
caracterizado pelo fato de que é para preparagao de um
medicamento para inibir a acdo tdéxica das Esfingomielinases
D dos venenos de aranhas Loxosceles.

7. Uso, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado
pPelo fato de gque o composto da classe benzenossulfonamida
é, preferencialmente, o 4-bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-
3-il)metileneamino] benzenosulfonamida.

8. Uso, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado
pelo fato de que o composto da classe benzenossulfonato é&,
preferencialmente, o composto 4-metil-3-oxo0-2-(3-piridil
metileno)benzo[3,4-b]furan-6-il-4-clorobenzenossulfonato.

9. Uso, de acordo com as reivindicagdes 5 e 6,
caracterizado pelo fato de que os referidos compostos atuam
sobre a atividade hidrolitica da toxina Esfingomielinase D
(SMase D) recombinante e do veneno da aranha marrom
Loxosceles laeta.

10. Uso, de acordo com as reivindicagbes 5 e 6,

caracterizado pelo fato de que os referidos compostos
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controlam o desenvolvimento do loxoscelismo cutdneo e
sistémico.

11. Uso, de acordo com as reivindicagbes 5 e 6,
caracterizado pelo fato de que os referidos compostos podem
ser usados no estudo da acgcao de esfingomielinases e
fosfolipases D.

12. Uso, de acordo com as reivindicagbes 5 e 6,
caracterizado pelo fato de qgue os referidos compostos tém
potencial terapéutico contra o envenenamentos por aranhas
Loxosceles e outros animais capazes de produzir
esfingomielinases, incluindo as infecgbes por
microorganismos produtores de SMases.

13. Uso, de acordo com a reivindicacgao 7,
caracterizado pelo fato de que o referido composto 4-bromo-
N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileneamino]
benzenossulfonamida inibe em 45, 7% a atividade da toxina
recombinante sobre o substrato SM

14. Uso, de acordo com as reivindicacgao 8,
caracterizado pelo fato de que o referido composto 4-bromo-
N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileneamino]
benzenossulfonamida inibe em 53% a atividade do veneno de
L. laeta sobre o substrato SM.

15. Uso, de acordo com a reivindicacgao 7,

caracterizado pelo fato de que o referido composto 4-metil-
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3-0x0-2-(3-piridilmetileno)benzo[3,4-b]furan-6-il-4-cloro
benzenossulfonato inibe a atividade da toxina recombinante
em 51% sobre o substrato SM.

16. Uso, de acordo com a reivindicacgao 8,
caracterizado pelo fato de que o referido composto 4-metil-
3-0x0-2-(3-piridilmetileno)benzo[3,4-b]furan-6-il-4-cloro
benzenossulfonato inibe a atividade do veneno de L. laeta
sobre o substrato SM em 22, 7%.

17. Uso, de acordo com a reivindicacgao 7,
caracterizado pelo fato de que o referido composto 4-bromo-
N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileneamino]
benzenossulfonamida em relagaoc ao substrato LPC reduz em
38,6% a atividade da toxina recombinante.

18. Uso, de acordo com a reivindicacao 7,
caracterizado pelo fato de que o referido composto 4-bromo-
N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileneamino]
benzenossulfonamida em relagaoc ao substrato LPC reduz em
44,4% a atividade do veneno.

19. Uso, de acordo com a reivindicacgao 8,
caracterizado pelo fato de que o referido composto 4-metil-
3-0x0-2-(3-piridilmetileno)benzo[3,4-b]furan-6-il-4-cloro
benzenossulfonato em relagao ao substrato LPC reduz em 34%
atividade da toxina recombinante.

20. Uso, de acordo com a reivindicacgao 8,
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caracterizado pelo fato de que o referido composto 4-metil-
3-0x0-2-(3-piridilmetileno)benzo[3,4-b]furan-6-il-4-cloro
benzenossulfonato em relagcao ao substrato LPC reduz em 16%
atividade do veneno.

20. Uso, de acordo com a reivindicacgao 7,
caracterizado pelo fato de gque os valores de ICsy para o
composto 4-bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileno
amino]benzenossulfonamida ¢€¢ de 45,4 + 1,2 uM com base na
acao do composto sobre a atividade da toxina recombinante
sobre o substrato SM.

21. Uso, de acordo com a reivindicacgao 8,
caracterizado pelo fato de que os valores de ICsy para o
composto 4-metil-3-ox0-2—-(3-piridilmetilenoc)benzol[3, 4-
b]furan-6-il-4-cloro benzenossulfonato é de 63,4 + 1,1 pM
com base na acgao do composto sobre a atividade da toxina
recombinante sobre o substrato SM.

22. Uso, de acordo com a reivindicacgao 7,
caracterizado pelo fato de que a remogao das glicoforinas
da superficie de eritrdécitos na presenca do composto 4-
bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileno
amino]benzenossulfonamida é de 92,6%.

23. Uso, de acordo com as reivindicacgao 8,
caracterizado pelo fato de que a remogao das glicoforinas

da superficie de eritrdécitos na presenca do composto 4-
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metil-3-0ox0-2-(3-piridilmetileno)benzo[3,4-b]furan-6-il-4-
cloro benzenossulfonato é de 88,2 %.

24, Uso, de acordo com as reivindicagbes 22 e 23,
caracterizado pelo fato de que a referida remogac da
glicoforina C esta associade a ligagdao da toxina na
membrana do eritrdécito indicando uma reducao da ligacao de
96,8% na presenga do 4-bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-
il)metileno amino]lbenzenossulfonamida e 84% na presencga do
composto 4-metil-3-ox0-2—-(3-piridilmetilenoc)benzol[3, 4-
b]furan-6-il-4-cloro benzenossulfonato, respectivamente.

25. Uso, de acordo com a reivindicacgao 7,
caracterizado pelo fato de que apds o tratamento com a
toxina recombinante na presenca do composto 4-bromo-N-[(E) -
(2-metil-1H-indol-3-il)metileno amino]benzenossulfonamida a
viabilidade das células tratadas com a toxina aumenta de
20,23 para 55, 75%.

26. Uso, de acordo com a reivindicacgao 8,
caracterizado pelo fato de que apds o tratamento com a
toxina recombinante na presenca do composto 4-metil-3-oxo-
2—-{3-piridilmetileno)benzo[3,4-b]furan-6-il-4-cloro
benzenossulfonato a viabilidade das células tratadas com a
toxina aumenta de 20,23 para 53,55%.

27. Uso, de acordo com as reivindicacgao 7,

caracterizado pelo fato de que as células tratadas com
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veneno tiveram sua viabilidade aumentada de 36,7 para 45,9%
com o) composto 4-bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-
il)metileno amino]benzenossulfonamida.

28. Uso, de acordo com a reivindicacgao 8,
caracterizado pelo fato de que as células tratadas com
veneno tiveram sua viabilidade aumentada de 36,7 para
59,26% com o) composto d-metil-3-ox0-2-(3-
piridilmetileno)benzo[3,4-b]furan-6-il-4-cloro

benzenossulfonato.

29. Uso, de acordo com a reivindicacgao 7,
caracterizado pelo fato de que a secrecgao de
metaloproteinases de matriz extracelular 2 (MMP-2) na

presenga do composto 4-bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-

il)metileno amino]benzenossulfonamida é reduzida em 81%.

30. Uso, de acordo com a reivindicacgao 8,
caracterizado pelo fato de que a secrecgao de
metaloproteinases de matriz extracelular 2 (MMP-2) na
presencga do composto 4-metil-3-0ox0-2-(3-

piridilmetileno)benzo[3,4-b]furan-6-il-4-cloro
benzenossulfonato é reduzida em 98, 4%.

31. Uso, de acordo com as reivindicagdes 7 e 8,
caracterizado pelo fato de que a secrecgao de
metaloproteinases de matriz extracelular 9 (MMP-9) na

presenga do composto 4-bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-
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il)metileno amino]benzenossulfonamida e do compostod-metil-
3-0x0-2-(3-piridilmetileno)benzo[3,4-b]furan-6-il-4-cloro
benzenossulfonato é inibida completamente.

32. Uso, de acordo com as reivindicagdes 7 e 8,
caracterizado pelo fato de gque na pele com veneno € na
presenga dos referidos compostos ocorre uma redugao na
desorganizacao das fibras colagenas da derme, auséncia de
hemorragia e infiltrado inflamatdrio, bem como de lesao na
camada muscular adjacente.

33. Uso, de acordo com as reivindicagdes 7 e 8,
caracterizado pelo fato de que a produgao de espécies
reativas do oxigénio por gueratindcitos tratados com a
toxina indica que na presencga dos referidos compostos, a
producao de superdxido por estas células foi inibida em
70,7% com o composto 4-bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-
il)metileno amino]benzenossulfonamida e 92,7% com composto
4-metil-3-ox0-2-(3-piridilmetileno)benzol[3,4-b]furan-6-il-
4-cloro benzenossulfonato, respectivamente.

34. Uso, de acordo com a reivindicacgao 7,
caracterizado pelo fato de que a expressao do receptor de
TNF na superficie de queratindécitos tratados com a toxina
leva a uma remocao do receptor da superficie da célula e
esta é revertida em 27,7% na presenca do composto 4-bromo-

N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileno
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amino]benzenossulfonamida.

35. Uso, de acordo com as reivindicagdes 7 e 8,
caracterizado pelo fato de gque a produgao de TNF-a ¢é
reduzida em 73,9 e 61,1% na presenca dos 4-bromo-N-[(E)-(2-
metil-1H-indol-3-il)metileno amino]benzenossulfonamida e do
compostod-metil-3-oxo0-2-(3-piridilmetileno)benzol[3, 4-
b]furan-6-il-4-cloro benzenossulfonato, respectivamente.

36. Uso, de acordo com as reivindicagdes 7 e 8,
caracterizado pelo fato de que a produgao de TGF-B1 ¢é
reduzida em 88,3 e 89,2% na presencga do composto 4-bromo-N-
[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileno amino]
benzenossulfonamida e do composto 4-metil-3-0ox0-2-(3-
piridilmetileno)benzo[3,4-b]furan-6-il-4-cloro
benzenossulfonato, respectivamente.

37. Uso, de acordo com as reivindicagdes 7 e 8,

caracterizado pelo fato de que a ERK1l/2 fosforilada ¢é

reduzida na presengca do composto 4-bromo-N-[(E)-(2-metil-
1H-indol-3-il)metileno amino] benzenossulfonamida e do
composto 4-metil-3-oxo-2-(3-piridilmetileno)benzol3, 4-

bl furan-6-il-4-cloro benzenossulfonato a ERK1/2 fosforilada
em 65,8 e 80,2%, respectivamente.

38. Uso, de acordo com as reivindicagdes 5 e 6,
caracterizado pelo fato de que os referidos compostos atuam

como uma droga terapéutica complementar para os acidentes e
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Como compostos para controle dos efeitos de
esfingomielinases bacterianas (Coryneumbacterium
pseudotuberculosis, Arcanobacterium haemoliticum, Bacillus
cereus) e de alguns artroépodes (aranhas, escorpides e

carrapatos) .
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Resumo da Patente de Invengao para: ”“USO DE COMPOSTOS
QUIMICOS CAPAZES DE INIBIR A AGAO TOXICA  DAS
ESFINGOMIELINASES D DO VENENO DE ARANHAS LOXOSCELES E
COMPOSIQAO FARMACEUTICA COMPREENDENDO 0s REFERIDOS
COMPOSTOS” .

A presente invengao se refere, preferencialmente, ao
uso do 4-bromo-N-[(E)-(2-metil-1H-indol-3-il)metileneamino]
benzenosulfonamida e do 4-metil-3-oxo0-2-(3-piridilmetileno)
benzo[3,4-b] furan-6-il-4-clorobenzenossulfonato, (compostos
5 e 6, respectivamente), os gquals sao compostos capazes de
inibir a agdo toéxica da esfingomielinases D do veneno de
Loxosceles, controlando o desenvolvimento do loxoscelismo
cutdneo e sistémico; redugcdo de hemdlise, inibir a lesao
cutédnea, inibir a dermonecrose, inibir vias de sinalizacgéo
intracelular e producao de espécies reativas de oxigénio.
Além do potencial terapéutico, tais inibidores podem ser
usados Como ferramentas no estudo da agao de
esfingomielinases e fosfolipases D. A presente invencgao
ainda se refere a uma composicao farmacéutica para o
tratamento de Loxoscelisme, reducao de hemdlise, inibir a
lesao cutéanea, inibir a dermonecrose, inibir wvias de
sinalizagdo intracelular e producgdo de espécies reativas de
oxigénio, a gual compreende os referidos compostos e um

veiculo farmaceuticamente aceitavel.
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