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THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA
"ENSAIO FARA E TRATAMENTD DE DOENGAS AUTOIMUNITARIASH

MEMSRIA DESCRITIVA

Resumo

D presente invento relaciona~se com o diagndstico e
tratamento de doengas autoimunitarias com materiais identificados
em ensaios baseados na descoberta agqui feita de que estas doengas
se manifestam por numerocs elevados de canais de k* do tipo 1 enm
celulas T anormais CD4'CDB” .

Os referidos ensaios compreendem essencialmente og
pass=0os de proporcionar wma cultura de células T, anormais pelo
facto de apresentarem uma alteracso unica do canal de gt caracte-
ristica de e ligada a uma doenga autoimunitaria caracterizada por
elevados numerocs de canais kT do tipo 1; faszer contactar =l
referida cultura de celulas com um ou  mais de uma bateria de
materiais de teste que podem potencialmente modular os seus
canais de kY do tipo 1; monitorizar o efeito dos referidos
materiais do teste sobre os referidos canais de K'Y do tipo 1; e

seleccionar candidatos a partir da bateria de materiais de teste
Capazes de modular os canais de k' do tipo 1.



Campo do Invento

O presente invento relaciona-se geralmente com progres-
sos realizados no campo do pregnosticao, diagnéstico e  tratamento
daz doencas autoimunitérias. Mais particularmente, © presente
invento ¢ dirigido a certos ensaios patra, e consequente tratamen-
to de. doencas autoimunitidrias tendo como base =z identificac%o e
caracterizracdo agui feita de uma alterac¥o unica do canal idénico
5& encontrar associada a células T anormais ligadas a essas
doengas. S%c definidos e descritos ensaios, marcadores para
prognastico e modalidades terapfuticas para estes guadros patolé-

gicos autoimunitérios.

Fundamentos do Invento

As doencas autoimunitarias tém sido objecto de vasta
bibliografia devido a consideravel morbilidade por elas causada
em todo o mundo. As doencas autoimunitarias incluem a artrite
reumatoide, a diabetes mellitus tipo—-1 (dependente da insulina),
& esclerose maltipla, miastenia grave, lupus eritematoso sistémi-—
co, sindroma de Sjogren, doenca mixta do tecido conjuntivo,
encefalomielite alergica experimental (ERE), para indicar algu-
mas. Tem sido e continua a ser realizada uma consideravel inves-
tigacdo a fim de n¥o apenas inventar um tratamento ou prefilaxia
contra doencas t3o devastadaoras, mas também estudar a(s) etiolo-
gials) subjacentel(s) de modo a se atingir uma melhar compreensdo
quanto aos denominadores comuns, se & que existem, que paderiam

orientar mais directamente um plano de ataque para os dominar.

Na maior parte dos Casos, pensa-se que as doencas
autocimunitédrias resul tam de células ancrmais do sistema imunita-
rio que destroem tecidos alvo, gquer por destruic3o directa quer

POr produc3o de anticorpos. Fode-se fazer uma exemplificacio a
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base de doencas autcimunitérias histéricas. Uma dessas doencas é
o chamado lupus eritematoso sistémico (SLE). No SLE, linfocitos-B
anormais produzem anticorpos anti-ADN que se apresentam carrega-
dos positivamente e gQue se &gregam nas ceélulas do rim carregadas
negativamente causando inflamacXo e nefrite, que & sintomatica do
SLE. Na diabetes mellitus, células T anormais destroem sistemdti-
camente as ce#lulas dos ilheus pancreaticos levando—-os a serem
incapazes de produzir insulina, uma hormona necessaria para um
equilibrioc metabdlico apropriado num organismo. Na esclerose
miltipla, pensa-se que as células T anormais lesam a proteina
basica da mielina, um componente importante das células nervosas,
facto gue leva sistemdaticamente & destruic8oc de certas células
nervosas, o que da origem a uma série de sintomas neurcldégicos.
Mas doengas autpimunitdrias estudadas ate a data, parece emergir
um padrd3o comum de células sistémicas imunité&rias anormais que
produzem materiais gue ou destroem ou retardam certos tecidos

alvo causando sintomas que se manifestam para essa siltuac¥oe

pataldégica.

0 tratamento habitual destas doencas  permanece  num
nivel empirico e tem como base a producfo de uma imunossupressio
generalirzada, ou com estercides ou com ocutras drogas imunossupres—
saras. Esta técnica terapdutica acarreta também outros problemas
incluindo efeitaos secundérios graves associados. Além disso,
servam apenas para retardar a progressdo natural destas doengas
autocimunitérias. Um tratamento terapéutico eficaz, j4d para n3o
falar de cura, encontra-se fora do alcance da técnica médica
actual. As aberragaeé no sistema imunitadrio que ddc origem a
estas varias doencas autoimunitarias ndo s%o bem compreendidas,

apesar da pesquisa exaustiva realizada neste campo. Ver Thecofilo-

poulos, et al., Adv. Immunol. I7, 249 (1983), por exemplo.

A pesquisa incidiu na utilizac%e de varios modelos

murinos que proporcionaram  uma consideravel compreensio da
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patogenese dos estados patolégicos, embora os sindromas clinicos
e as anomalias imunoldégicas variem consideravelmente de estirpe
para estirpe, fazendo deles estudos muito menos que perfeitos.
Assim, ndo foi identificade um defeito subjacente comum celular
ou molecular gue fosse comum a todas estas doengas, caso na
verdade haja sequer uma sugestfo na técnica existente da sua

existéncia.

Estudos feitos por varios investigadores demonstraram
que a injecc¥o de anticorpos contra células T CD4+CDB~ evita, e
nalguns casos retarda, o inicio de certas doengas autoimunitarias
em certos modelos murinos.Ver Theofilopoulos et al., Adv. Immu-—
nol. 37, 269 (1985); Wofsy et al., J. Exp. Med. 1&1, 378 (1985) ;
Wofsy et al., J. Immunocl. 136, 4554 (1986); Wofsy et al., J.
Immunpl. 134 852 (1985); Santorp et dl., J. Exp. Med. 167, 1713
(1988); Waldor et al., Science 227, 415 (1985); Ranges et al., J.
Exp. Med. 162, 1165 (1 2%); Christadoss et al., J. Immunol. _136,

2437 (1986); e Sriram et al., J. Immunol. 136, 4464 (1986). Este

tratamento também resulta na reduc¥o de uma subpopulagap de
células T CD4+CDB_. Num efegito cumulativo, estes dados podem
apontar para um mecanismo subjacente comum mediado por células T
cpatcps” e/ou células T CD4 CD8. Ver Santoro, et al., J. Exp.
Med. 1467, 1713 (1988).

Evidéncia existente pode  ainda sugerir razges que
assistem ac papel que as celulas T CD4 CDB desempenham na
indug#o de SLE, por exemplo. Em primeiro lugar, as células de
ratinhos deentes com SLE induzem células K que segregam in vitreo
anticorpos anti-ADN patogénicos, enquanto que as mesmas células

de ratinhos neormais ou de ratinhos pré-autocimunes nXo apresentam

Exp. Med. 145, 1252 (1987);
(1988). Em segundo lugar, o

gsta propriedade. Datta, et al., Jd
1

Sains et al., J. Immunol. 14, 22

=
| 4
ot

inicio de SLE & grandemente acelerado nas ratinhos que apresentem
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uma grave proliferagc8o linfatica dessac células devido a expres-
sdo das mutactes recessivas autosdmicas l1pr ou gld. Ver Theofilo—

poulos, et al.. Supra. Third, doentes com nefrite de SLE apresen-—

tam uma populagdo expandida de células T CD4 CDS  no seu sangue
O que induz a secrecdc de anticorpos. Shivakumar et al.. FASEER J.

» A492 (No. 1548) (Feb., 1989) e Datta, Federation of American

I

Societies for Experimental Biology Summer Conference on Autcimmu-—
nity at Saxtnn's River, Vermont, 3-8 July, 1988. Cumulativamente,
estes dados podem sugerir que as células T CD4 CD8 fazem de
algum modo a mediac3o da doenca autoimunitaria, contribuindo para
o desenvolvimento da doenca. Contudo, até hoja, n%o foi identifi-
cado gualquer marcador ou alterag3o ou aberracdo gue seja unico
para as células T CD4 CD8~ anormais relacionadas com a autoimu-
nidade.

Foi préviamente referido que a expressXc do canal de k¥
na proliferacso de células T CD4~ cD8  do ratinho com mutagSes

lpr =2 encontrava grandemente alterada. Chandy, et al., Science

233, 1197 (19346). Esta pesquisa resultou na associagdo de um
padrio anormal de expresssEo de canal idénico com  um defeito
genético que predispS8e ao SLE nas celulas do sistema imunitario,

associado a proliferac3o linfatica anormal.

0 passo seguinte consistiu em determinar se se podia
observar o mesmo padro de express3o  anormal nas células do
ratinho que n¥%o se apresentavam gengticamente predispostas para o
SLE, como acontecia com oc modelos murinos de Chardy, et al.,

Supra. Assim, em Grissmer, et al., Journal of Immunology 141,

1127 {1988), modelos murinpe que ndo se apresentavam predispostos
para o SLE, desenvolveram padries de expressio anarmais semelhan—
tes associados ao  inicio do SLE e a proliferac&o linfatica.

Assim, enquanto que em Chandy, et al., Supra, se pensou que a
superexpressio anormal dos canais de Kkt do tipo 1 em modelos
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murinos com predisposigdo para o SLE constituia uma anomalia do
siztema imunitdrio dependente de uma mutacdo lpr, em Grissmer, et
al., Supra, uma proliferac%o semelhante dos canais de K+ do tipa
1 em ratinhos com duas mutagSes lpr e gld distintas indicou que
essa superexpressdo se encontrava de um certo modo associada ou
ac proprio S5LE od a simples sintomas de proliferac3c linfatica.
ver também Lewis, et al., Science, 239. 771 (1988) e DeCoursey,
et 2l., Nature 287, 465 (1984).

Theofilopoulos, et al., em Advances in Immunology 27,

269 (1985), um artigo de revisfo, sugere que o perfil da doenca
nos modelos murinos lpr e gld nd3o se assemelha a gualquer varian-

te do SLE humano. Theofilopoulos, et al., sugere que & necessdario

um modelo correlativo claro.

Constitui assim um objective decta técnica realizar
expariéncias com modelas mais representativos a fim de estabele-
cer se, e se for o caso como, a proliferac3o de células  imunita-
rias anormais @ a expressio do canal isdnico se relacionam etiaglé-

gicamente com as doencas autoimunitarias.

Assim, presentementemente faz-se incidir a atengdo
sobre o prépric canal iénico. Foram identificados trés tipos de
canais idnicos, classificados farmacolégicamente e electrofisio-
légicamente, os chamados tipos n, Q; e 1. As células T desenvol-
vem—se nos  tecidos linfoides periféricos, e para as presentes
finalidades, sXo caracterizados tipos relevantes: CD4+CDB—,

cpa~cpst, cda"cps”. Fensa-se que as ceélulas CD4a*cDs™ passam

Bxpressar aproximadamente 20  canais n  por celula e cré-se n¥o

.

terem canais n e 1. Fensa-se gue as células T CD47cp8"  tenham
cerca de 29 canaiz n e 1 por c2lula e nenhum canal n. E pensa-se
que as ceélulas T CD4 Che™ POSSam expressar cerca de 20 canais por

celula, estando os trés tipos representados. Numa respnosta
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imunitaria normal reflectindo indug%o de actividade, tal como
acoritece com os mitogénios, os tipos de canal n s3o aumentados
para ate dez veres nas células que s¥o activadas. Assim, células
T normais quando estimuladas pelos mitogeénios, apresentam como
resposta imunitaria normal uma elevagdo no numero de canais n. 0O
blogueio destes canais n, por exemplo com tetraetil amdnio (TEA),
serviria para interromper esta divisZg e bloguear efectivamente
uma resposta imunitdria. As células T anormais podem também ser
submetidas a um bloqueic semelhante. Contudo, essas células T
anormais s3o representadas por células CD4 CDS” duplamente
negativas, manifestando uma proliferac3o de canais do tipo 1 que
parece estar implicada na inducHoc de quadros de doenca autoimuni-
tdria. Os canais de K’ do tipo 1 nZ%c dependem da utilizagdo,
fecham-se mais rapidamente com a repolarizag¥o do gue os canais n
e sfo muito mais sensiveis ao bloqueio, por exemplo por TEA.
Constituiu o objectivo da presente pesguisa estabelecer uma
ligag&%o, se & que existe, a partir de uma etiologia entre expres-—
sdo anormal do canal idnico em celulas imunitarias e sintomas

sistemicos de doenca autoimunitaria.

Sumdrio do Invento

A experimentaco limiar que estabelece a ligac3o atras
referida foi realizada com modelos mUrinos que s3o representati-
ves do SLE  humano, nomeadamente modelos murinos NZR:x NZW,
NZExSWR, BXSE-Yaa e MRL-+/+. Nestes modelos, verificou-se que no
casc de SLE, como um exemplo de doenca autoimunitdria, o padrio
unico da expressXc do canal de kT do tipo ! em células T CD4 CDS™
foi associado com o inicio do SLE, em vez de ser o resultado de
proliferacdc linfatica anormal. Assim, foi estabelecida a ligac¥o
2liminando a possibilidade do que se observara em estudos ante-
riores ser simplecsmente sintomdticco da doenca autcimunitdria

linfoproliferativa.
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0 presente invento implica a identificacdo e a caracte-—
rizacdo de uma eticlogia de deencas autoimunitarias, representa-
das por SLE, diabetes mellitus tipo-1, encefalomielite alérgica
experimental (EAE), e outras, nomeadamente, que todas essas
doencas autoimunitadrias demonstrem a presenca de células T
CD4 CD8 anarmais expressando grande numero de canais do ido K~
do tipo 1. Assim, essa expressic do canal é paralela & capacidade
para induzir autoimunidade. Tendo estabelecido essa ligagdo como
uma afirmacXo do presente invento, deduz-se intelectualmente que
0 presente invento é dirigido a varios aspectos consequentes: 1)
um ensaio para o diagndstico de doencas autoimunitdrias por
medicXo dos numeros relativos de canais de K do tipo 1 em
células T CD4 CDR™ anormais, 2) um ensaic para testar materiais
extrinsecos guanto 4 sua capacidade para modular selectivamente
os canais de k7 do tipo 1 em células T CD4 CDS™ anormais, 3I)
sendo os materiais extrinsecos identificados seleccionados usados
como elementos principais em regimes de drogas para tratar
sistemicamente a doenca autoimunitaria alvo, e 4) estojos para

teste associados e outras apresentagdes afins destes aspectos.

Assim, o presente invento relaciona-se com a identifi-
cagdo e a caracterizac%o de um matrcador diagnoéstico para doencas
autoimunitarias, o qual conduz a um alvo diagnéstico e terapduti-
Co para essas doencas. Esta relac%o torna possivel a identifica-

cdo da eticlogia de um determinade quadro patoldégico autoimunita-

rio, um ensaio para detectar a presenca  do marcador, um ensaio

para identificar moduladores (selectivos) do marcador, modulade-

res apropriados identificados para esse ensaio e modalidades

terapfuticas baseadas nesses modul adores {(drogas) e/ou anticorpos

especificos criados contra os canais de K% do tipo 1 de
CD4 CDB™ ancrmais.

celulas



Assim, a quinta-essincia do presente invento permite

: , -+ .
por seu lado gue os numercs =levados de canais de K do tipo 1 enm
c#lulas T CD CD8  amormais pessam ser euplorados por um métndo de

controlo dos materiais extrinsecos possuindag um efeito modul ador
=obre Bsses canals compreendendo o fornecimento de um sistema in
vitro contendo elevado numero de canais de ﬁ+ do tipo 1 de
c&lulaz T CD4 CDe” anormais, desafiando essas células com um ot
mals materiais de teste de uma bateria desses materiais possuindo
potencial putativo para modular o referido tipo de canais de k¥
do tips 1, momitorizandoc o efeito dos referidos materiais de
teste zocbre os referidos canais de E+ do tipo 1 e seleccionando

. . + .
candidetos capazez de modular os canais de K do tipo 1.

Tl

0 presente invento ¢ tambénm dirigide a um método  para
diagrnosticar doencas autoimunitérias compreendendo o fornecimanto
de células T contendo canais de k- a partir de um teste indivi-
dual, a identificac®o das células T anormais de entre a populacic
ou de entre as células T fornecidas, a medicdo dos nomeros
r2lativoz de canais de H+ do tipo 1 de calulas anormais, e
determinando se o nimeroc de canais de . do tipo 1 do referido
tipo & elevade em comparacdo com o normal.

0 presente invento & adicionalmente dirigido a um
ra o tratamento de doencas autcimunitdrias cuios sinto-
mas s8c constituides por namercos elevados de canais de K+ do tipo
las T CD4 cp8~ anormais do sistems imunitdrio do arga-

nismo gue manifesta a referida doenga avtoimunitéria que compre-—
ende o contacto do  referido organismo 2/ou referido sistema
lular imunité4rio com um material extrinseco tendo um efeito
modulador sobre os referides canais de ¥V dg tipo i, sendoc esses
materiais facultativamente identificados por meio de um sistema
%10 descrito supra. Em particular, o presente invento &

&
dirigidoc a um método de tratamento de doencas avtoimunitédrias tal
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como foi atras descrito, <selectivamente sem perturbac3o da
expressdo dos canals do i¥o do tipo n e n caracteristica da
resposta imunitaria normal compreendende © tratamentoc de um
organismo ou células tal como foi atré&s descrito com, por exem-
plo, tetraetil aménio (TEA) ou qualquer outro modulador selective
definido e facultativamente seleccionado por meio de ensaio

descrito supra.

0 presente invento dirige-se ainda a estojos contendo
estrutura, reagentes e meios associados para realizar o ensaio

diagnostico ou de controlo tal como foi descrito SUpra.

Alem disso, o presente invento & dirigido aos aspectos
anteriores em todas as suas apresentagdes associadas gue serdo
representadas como equivalentes no Embito da técnica dos especia-

listas neste campo.

0 presente invento & assim dirigido & identificacXo,

tratamento e controlo de doencas autoimunitérias, incluindo:

(1) wutilizacdc como instrumente de prognéstico, por
exemplo, formando anticorpos reactivos em relac3o aos canais de

-+ . . .
' do tipo 1 e medindo o seu numero, e/ou

(2) controlo selectivo para moduladores, de prefergén-
cia selectives, dos canais de k7T do tipo 1 para utilizac¥o

diagndstica, e/ou

(%) blogqueio, retardamento cu eliminac3dc selectivo dos
. o+ . Dq . . - -
canals de k° do tipo 1 para utilizagXo come agente terapeutico.

=

No que se refere ao atrias referido, pensa-se gque ce

pode ligar um anticorpc reactive com uma toxina celular de tal
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modo que o anticorpo se localize e ligue a um canal de K+ do tipo
1 de uma célula T CD4 CD8 aberrante (responsavel por uma doenga
autoimunitarial) e assim colocar a toxina celular, por exemplo
ricina, muito préxima da célula anormal alvo com canseguente
actividade téxica. Fode—-se usar Fsoralen para reflectir as
ceélulas alvo aberrantes seguindo-se activacdo até se obter uma

citotoxina.

D presente invento & agui ilustrado pela utilizac¥o de
modelos murinos representativos da etiologia bumana. Isto &
evidenciado pelo facto de (1) os tipos celulares CD4 CD8 induzi-—
rem, em todos os sictemas estudados, ceélulas anormais causando
doenca autoimunitéria e (2) se saber gue os canais de K+ da tipa

1 existem nc ser humano. Ver Shapirc et al., Biophysical Journal

23, 358a, No. W-Pos203 (1988). Felo facto do presente invento
utilizar meodelos murinos, foi possi@el estabelecer uma ligacg™o
entre as doencas autoimunitérias e um numerc elevado de canais de
H+ do tipo 1 em células T anormais; assim, o presente invento g
transladavel para sistemas imunitarios tendo células T CD4 e cne

. . -+ .
possuindo canais de K do tipo 1, por exemple, como se encontra
no ser humano.

Descric3o Detalhada do Invento

D presente invento & ilustrado usando modelos murinos
caracteristicos que estabelecem com correlagdo e translacgo
aprapriadas para o sistema humanc, que os canais de k7t da tipo 1
t&m um numero elevado de celulas T CD4~ CD8  anormais na inicio
de uma determinada doenga autoimunitaria. Doencas autoimunitarias
ilustrativas testadas foram o SLE, diabetes tipo-1, e ERE, tcdas
com modelos murinos caracteristicos. Forgue a presente investiga-

C80 se apresenta com hases t3o apraopriadas, dada a presente
divulgac&o de como realizar O ensaio e de como diagnosticar e



tratar uma doenca autoimunitaria, qualgquer especialista nesta
técnica sabera como realizar essas dilig@ncias usandco o sistema
bumano, guando seja possivel actuar deste modo n3o embaracado por

impedimentos reguladores.

1. Descrici3o Breve dos Desenhos

Figura 1: express¥o do canal de K' em ganglios espléni-
cos e linfAticos derivados de células T CD4  CD8~ Thy-—l_.E+ em
ratinhos normais e ratinhos com SLE, diabetes mellitus do tipe 1,
ou encefalomielite alérgica experimental (EAE; um modela para

esclerose multipla).

Figura 2: express¥o do canal dE‘K+ em ganglios esplé-
nicos e linfdticos de células T CD4—CDS-Thy—1,2+ em ratinhos com

SLE jovens & velhos.
2. Definigges

A expressdo "material euxtrinseco" significa agui
qualquer entidade que n3Ho esteja habitualmente presente ou
funcional no que se refere aos canais de KT do tipo 1 e/ou
celulas T anormaizs e que afecta os mesmos. Assim, a express8o tem
uma definicZo funcional e inclui entidades identificadas tais
como  hormonas; toxinas; factores do crescimento/citoquinas;
substancias moduladoras do mensageiro secundArio; campostos
arganicos e compostos inorganicos; agentes gue tém impacto

indirecto sobre o canal 1 através de efeitos sobre mensageiros

n

ecundarios intracelulares, ou sobre o potencial de membrana ou

obre receptores; tipos celulares feitos alvo dos canais de KV dao

0

tipo 1 ou ceélulas T CD4™ CD8~ anormais; produtos de manipulagZo

qenetica tendo impacto sobre os canaic 1 ou sobre as células T
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CD4  CD8 ; ou materiais bacterianos ou virals gque tenham impacto

sobre as células T CD4 CDB  tendo muitos canais 1.

A expressio "efeito modulador® ou "propriedades", ou
equivalentes gramaticais, significam aqui gue existe um impacto
tanto activo como passivo sobre os canais de k¥ do tipo 1 e/ou
celulas T anormais. Estes incluem, mas n¥o =e limitam a2, bloqueic
do canal ou da fungdo da(s) proteina(s) do canal, reduc¥o do
numero de canais idnicos por célula e utilizac¥o de célulal(s) ou
canal{canais) secundario(s) para causar impacto sobre uma célula

anarmal primaria.

A express3do “monitorizac¥oc” no gue se refere ao efeito
dos materiais do teste sobre os canais de K+ do tipo 1 e/ou
celulas T anormais significa aqui qualquer meétodo cenhecide ou
criado para a medic#o do impacto de um material de teste =zabre os
referidos canais/ceélulas. Estes incluem, mas n¥o =e limitam a,
medic¥o da corrente, medicZo do potencial de membrana, medicXo do
fluno de K+, tal como com marcadores radivactivos, medindo a
concentracio de Kt & medicZes de consequéncias indirectaz em

relacdo a outros receptores, segundos mensageiros e/ou canais.

A expressio “"doenca autoimunitéria” tem aqui um signi-
ficado para al#ém da definicZo classica, e assim, incluiré qual-
quer guadro patolégico em que as células T CD4  CD8 actuem como
células acessdrias, por exemplo, para induzir o sistema imunita-

rio o que resulta em destruico das células do aorganismo.

Oz exemplos que se seguem descrevem detalhadamente oo
materiais & métodos utilizados nos processos experimentais que se

seguem:
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A Figura 1 indica a condutdncia de K mAxima, Gy s de
celulas T CD4—CD8_Thy-1,2+ de ratinhos normais e de ratinhos com

SLE ou com diabetes mellitus do tipo 1 determinado geneéticamente.

Utilizou-se uma técnica "gigohom seal patch—-clamp®
(Hamill et al., Pflugers Arch. 3921, 85 (1981)1. As células faram
separadas e coradas tal como & descrito infra. Qs conduténcias

maximas de K (gy) das celulas T CD4_CD8—Thy-1,2+ foram determi-

nadas a partir da carrente de K+ de pico maximo extraida a +4¢ mV
(potencial de apoioc -80 mV), assumindo um potencial reverso para
H+ de -8B2 mV. Todas as experi®ncias foram realizadas & temperatu-
ra ambiente (22°¢ a 26°C), As células investigadas encontravam-se
banhadas em soluto de Ringer (em mM): NaCl 162, KC1 4,9, MgCl2 2,
CaCl2 1, MgCl, 2, e K-HEFES 10 (pH 7.,4). A pipeta do “patch"”
continha KEF 154, RE—EGTA 11, CaCl2 1,1, MgCl2 2, e K-HEFES 1@ (pH
7,21. Cada ponte representa 9, numa tnica celula exceptuando os
que té&m barras que reflectem a média +9D dos dados préviamente
referidos. Os dados de C3H (n=12), C3H~-1pr (n=22), CIH-gld
(n=26), @ MRL-1pr (n=31) sHo cclhidos de Grissmer et al., J.

Immunol. 141, 1137 (1988) e Chandy et al., Science 233 1197

ity

(1984), respectivamente, e ecsto incluides no grafico para
comparacdo. TrEs tipos de canais de k¥ com entrada de voltagem
(n, 1, Ql) sdo expressos por células T murinas, as quais se podem
distinguir por critérios electrofisioldégicaos e farmacoldgicos.,

DeCouwrsey et al., J. Gen. Fhysiclogy 89, 379 (1987).

G, de Celulas T CD4~ CDE de tres ratinhos jovens
MRL-+/+, antes do inicio da doenca clinicamente sintomatica e
dois ratinhos velhos MRL~+/+ com nefrite de lupus
(proteinurias»>2.000 Mg proteina/dl) foi determinado tal como foi
anteriormente descrito em ligac#%o com a Fig. 1. Cada ponto

representa 9, numa célula simples exceprtuande os que tém barras



que refletem a médiaiSD dos dados referidos préviamente por

Grissmer et al., Science ZZ3I, 1197 (198B&). Ver Figura 2.

As células T CD4 CD8 Thy-1,2° esplénicas de ratinhos
com SLE clinicamente evidente (MRL—+/+, NZBxSWR, NZBxNAW, BEXSE-
-machos) apresentam numeroscs canais de K& do tipa 1l/célula
(Figura 1) com um 9, medic de 45561254 pS (médiatSEM, n=76).
Dividindc o© 9, pelas condutdncias de canal simples [Lewis et al.,
«» 771 (198R)1 obtem-se uma estimativa de 100-266
canalis de K+ do tipo 1. Os dados prévios sobre a expressdo do
canal de K' em células T CD4 CDB Thy-1,2% de C3H.lpr (g,
S2233565 pS; media*+SEM, n=22), C3H-gld (gk: S92 iSéZ
pSimedia*SEM, n=26), MRL-1pr (gk: 460035600pS; média*SEM, n=31)

Science 239

ratinhos (Grissmer et al., J. Immunol. 141, 1137 (1988) e Chandy

et al., Ecience 233, 1197 (1986)1, & apresentado para comparacio.

Ocasionalmente, foram observadas células com pequeno numero de
canais de K~ do tipo n; estas podem representar células normais.
Em contraste, células T CD4—CD8—Thy—1.2+ de nodulos do bago e
linfaticos de ratinhos normais (C57BL, BALE/c), com idades
variando entre 1-19 meses, expressam canais de E+ do tipo n. 1l ou
Q', com uma média baixa de 9, de 438182 pS (médiatSEM, n=39)
representando cerca de 16-20 canais de k+/cé1u1a. Assim células T
CD4 CDE Thy-1.2" de cada modelo murino para SLE, apresenta um
numero anormalmente elevado de canais de k¥ do tipo 1. demons-

trando a partir dos modelos de Lupus (tal como foram marcados)

que 2 alteracdec se encontra ligada & doenga.

Fara além dos modelos de SLE murinos, a estirpe de
ratinhos n¥#c cbesos com diabetes (NOCD) & um outro modelc murino
determinado gendticamente para a doenga autoimunitdria [Makiro et

al., Exp. Amin. 2%, 1 (1980) e Hattori et al., Science 231, 73=

(1984)31. Estes ratinhos desenvolvem expontdneamente diabetes
mellitus do tipo 1. As células T cD4a‘cps™ e CD4 cpst faram
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implicadas na patogenese desta doenca [Miller et al., Nature 367,
445 (1984), D'Neil et al., J. Immunol. 149, S2 (1988) e Koike et
al., Diabetes 6, 539 (1987)1. O papel desempenhada pelas células
T CD4 CD8 Thy-1.2" n#o foi examinado. As células T CD4 CD8 Thy—

—1.2+ esplénicas dos ratinhos NOD com evid®ncia clinica da
diabetes mellitus do tipo 1, apresentam grande numero de canais
de K& do tipo 1, com um a, medio de GS795*1257 pS (médiaxSEM,
n=21), reflectindo cerca'de' 200 canais de H+ do tipo 1/célula.
Este padr3o da expressio do canal de K* € quase idéntico ao das
células T CD4 CD8 Thy-1.2" dos ratinhos com SLE, revelanda um
mecanismo comum subjacente & diabetes mellitus do tipo 1 e GLE.
Uma fracg¥o relativamente maior das células T CD4 CDS~ esplénicas
(421) em ratinhos com diabetes mellitus do tipa 1, apresentou um
g, inferiaor ao obtservado em ratinhis com SLE (4/76). Esta dife-
renga na express3o do canal de K no baco pode reflectir a
natureza especifica do org%o das manifestagdes autoimunitidrias na
diabetes mellitus do tipo 1, que s¥o primiriamente confinadas ao

pancreas e as manifestag8es autoimunitarias sistémicas no SLE.

Como o SLE e a diabetes mellitus tipo 1 murinos sHo
doengas determinadas geneticamente, a alterac8o na express3do do
canal de k¥ pode estar presente desde o nascimento. Fara estudar
esta quest3o foi realizada uma comparagido da expressdo do canal
de K7 em células T CD4™CD8 Thy-1.2" de ratinhos MRL-+/+ jovens e
velhos. As células T CD4 CD8 Thy-1.27 de ratinhos MRL—+/+ jovens
apresentavam uma ordem de grandeza inferior dos canais de k7t (gk:
293271 pS; média*SEM, n=11; =1@ canais/célula) em comparagso cﬁm
MRL-+/+ mais velhos (gk: SI06EE18pS; médiaxSEM, n=18; =200
canais/ceélula) com evidéncia clinica de nefrite de lupus (Figura
2). Dados mais anteriores sobre células T CD4_CD8—Thy~1.2+ de
ratinhos CZH-1pr sauddveis jovens (gk: I2467 p&g media+SEM,
n=17: =12 canais/célula) sHo apresentados para comparacdo. 0
modelo de express¥o do canal de it em ratinhos autoimunes, antes
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do inicio da doenca clinicamente sintomatica, assemelha-se ao das

células T CD4-CD8_Thy—1.2+ de ratinhos normais (comparar Figs. 1

+
e 2). Estes dados demonstram que a expressXZo do canal de K
anormal nas células T CD4 CD8 & paralela ac desenvolvimento da

doenca e reflecte a capacidade destas celulas para induzirem a

secrecfo de anticorpos anti-ADN patogénicos.

A encefalomielite alérgica experimental (EAE) & consi-
derada como sendo um modelo para a esclerose maltipla humana. Qs
ratinhos inoculados com proteina bdsica da mielina desenvolvem
paralisia no espago de 1-2 semanas (EAE aguda). Alguns destes
ratinhos recuperam e desenvolvem ent3p uma doenca reincidente
cronica (EAE crénica) que se assemelha de perto a esclerose
maltipla humana. Células T CD4—CDB—Thy1.2+ esplénicas foram
isoladas a partir de ratinhos com EAE Cronica e foi estudada a
sua express3c do canal de k', Uma maior frequéncia de células
apresentava grande numeroc de canais de K+ do tipo 1 em comparaco
com o3 ratinhos normais. Este modelo da expressdo do canal de H+
€ semelhante ao das células CD4 CD8 Thyt.2' de ratinhos com SLE e
com diabetes mellitus do tipo 1, revelande um mecanismo comum
subjacente As tré&s doencas autoimunitdrias distintas. Uma maior
fracg¥o de células CD4—CDB—Thy1.2+ tinha numeros normais de
canais de H+/cé1ula Bm comparagdo com ratinhos com SLE. O proces-
S0 autoimunitdrio em EAE crénica fica primariamente confinada ao
siztema nervosoc e as alteracZes no bago n¥o sZ%o t3o evidentes
como no SLE que ¢ primdriamente uma doenga autoimunitdria sicté-
mica com um processo autoimunitarip mais importante a ter lugar
no hago.

Outros subgrupos'de linfocitos T (CD4¥CD8™ ou cD4~cps*)
de ratinhos machos-RXSE doentes e de ratinhos C3ZH~1lpr, C3H-gld
apresentavam numeraos pequenos dos canais de K dos tipos 1, n, ou

n  tal como células fenotipicamente idénticas de ratinhos nor-

mais. Células T activadas com mitogénio normal espressavam =200
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nais de E+ tipo n/célula [DeCoursey et al., J. Gen. Fhysiol.

&
9

o

» 423 (1987)1, em contraste com os numerasos canais de K+ do
tipo 1 apresentados pelas células CD$_CD8_Thy—1.2+ em ratinhos
com SLE e diabetes mellitus do tipo 1. Estes dados demonstram que
uma expressdo abundante de canais de K+ do tipo 1 constitui uma
caracteristica Gnica de células T CD4 CDE doentes, e & diferente
do modelc de express3o do canal de K+ nas celulas T normais

induzidas por mitogénios.

Os canais de K' foram identificados tendo como base as
suas propriedades de inactivac®o, cinética de encerramento do
canal, e sensibilidade ao blequeio por tetraetilaménio (TEAT). Os
canais de H+ do tipo n sX%o tipicamente dependentes da utilizac3do,
isto é, apresentam inactivac#o cumulativa por cadéncias repetiti-
vas de despolarizac¥o. A depend®&ncia da utilizagHo foi determina-
da pela medic¥%o do declinio no tamanho do pico da corrente de K+
resultante de caddncias repetitivas de despolarizac%o com a
durecdo de 209 ms. Os canais de k' do tipo n também se encerram
lentamente apés repolarizago com uma constante de tempo de cerca
de 30 ms a -60 mV e sXo blogqueados por TEAT (KD = 8mM). Os canais
de K+ do tipo 1 ngo =Xo dependentes da utilizag%o, encerram mais
rapidamente por repolarizac¥%o com uma constante de tempo de 2 ms
a —60 mV, e sHo muito mais sensiveis ao blogqueio por TEAT (HD =
.1 mM). Os canais de K+ do tipo Ql ndo s¥o dependentes da
utilizagdo, encerram lentamente tal como os canais de K da tipo
D apos repoclarizacio, mas s3¥o0  menos sensiveis ao bleoqueic por

TEAT (HD =100 mM) .

Fara as experimentacses atris referidas, os ratinhos

foram alojados no Vivarium em U.C. Irvine, sendo cuidados de

acordo com as regras institucicnais. 0= ratinhos foram liqeira-

mente anestesiados com metofane, e sacrificados por luxagdo

cervical. 0 bago foi removido e foram preparadas suspensdes
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simples de celulas. As células foram lavadas trés vezes com
RFMI-144% (Irvine Scientific, Santa Ana, CA) suplementadas com
soro de vitela fetal (Hyclone, Logan, Utah). As células foram
suspensas de nova a 1¢ 1@5 células/ml e as ceélulas T foram
separadas das células n¥o T por meio de uma coluna de 1¥ de
nylon. As células foram lavadas tré&s vezes em meio, e suspensas
de nove a 1-2 x 165 celulas/ml. As células foram coradas come se
segue: As ceéelulas foram em primeiro lugar incubadas em gelo
durante I6 minutos com anticorpos CD4-ratinho-anti-rato e CoB-ra-
tinho-anti-rato, lavadas trés vezes em meio, incubadas durante o
minutos em gele com IgG—-rato—-anti-cabra conjugade com ficoeritri-
na (purificado e absorvido por afinidade para Ig de ratinho),
lavadas tr&s vezes em meio, incubadas em gelo durante 3@ minutos
com Thy-1.2-ratinho-anti-rato fluoresceinado, lavadas trés vezes
em m2io, e entXo suspensas de novo a 2 x 1@6 celulas/ml em meio.
As celulas faram entdo "patch-clamped” tal como & descritoc na

legenda da Fig. 1. As células T CD4 CDB Thy-1.2" foram identifi-

+
)

cadas como células verdes. Outras células T (CD4+CDB_Thy—1.2
CD4_DDB+Thy—1.2+) eram amarelas, e as células E e os monocitos

(CD4-CDB—Thy—1.2+) n&o estavam coradas.

0= ratinhos wutilizados foram: CS7EL: 6 e 19 meses;
EALB/c: 1 & 7 meses; BXS5B-machos: 2 ratinhos com 4 meses de
idade; NZExNZIW: Z ratinhaos com & meses de idade, um com 9 meses;
NZEBExSWR: 3 ratinhos com 7-8 meses de idade; MRL-+/+ velhos: 2
ratinhos com mais de 20 meses de idade; ratinhos NOD: 6 e 9

meses; MRL-+/+ jovens: &, 18 e 17 mesees.,
A. Ensaio para controlo de drogas

1) Estudos scbre cs linfocitos de ratinho
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a) Sacrificio dos ratinhos: Os ratinhos com doencas
avtoimunitarias (por exemplo lupus eritematoso sistémico ou
dibetes mellitus tipo 1) foram sacrificados humanamente por

luxecdo cervical apds ligeira anestesia com metofane.

b) Isolamento das células T a partir do bago. timo ou
ganglios linfdticos: O baco, timo e ganglios linfaticos s&o
removidos do animal e sXo preparadas suspensdes simples de
celulas por esmagamento do orgfo com o tubo de uma seringa
através de uma malha de arame. As células s3o entZo lavadas trés
vezes com um meio de sustentacglo celular, por exemplo RFMI-1&49
suplementado com soroc de vitelo fetal inactivado pelo calor
(107%), 1-glutamina (1 mM), e antibidticos apropriados (por
exemplo penicilina/estreptomicina)l. As celulas =%o entXo contadss
e suspensas de novo numa concentrag8o de 16 x 1@6 celulas/ml. 56
® 16& celulas s¥o entidc colocadas numa cocluna de 1% de nylon a
fim de separar as células T de outras céelulas sanguineas tal como
foi descrite préviamente em Grissmer et al., J. Immuncl. 41, 1137
(1988) .

e) Coloracdo: As células T =Xo incubadas com anticor-
Pos anti-CD4 e anti~CD8 no frio durante um periocdo de tempo
apropriado (por exemplce, 20-3I8 minutos), lavadas no meic REMI-
-164% descrito supra, incubadas no frio com um segundo anticorpo
conjugade com  corante aprropriade (por exemplo, anticorpe 1IgG
rato-anti-cabra conjugado com ficoeritrina),lavadas no meio
descrito Supra, e incubadas no frioc com um anticorpo especifico
em relacdo as células T conjugado com corante apropriada (por
exemplo anti-receptor de Thy-1.2, ou anti-receptor de CDX, ou
anti-receptor de célula T conjugado com por exemplo fluorescei-
na), lavadas com meic descrito Supra, e em seguida suspensas de
nova a 1-5 i 169 celulas/ml  em meic, e usadas para as experign—

cias descritas mais abaixo. As células T CDh4 CD8" sXo entio
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identificadas sob microscopia de fluorescéncia como células
expressando moléculas especificas da célula T tais como recepto-
res de Thy-1.2, CD3 ou células T, e n¥u expressando as maléculas

CD4 ou CDB.
2) Estudos em outros sistemas animais

Sd0 usadas técnicas semelhantes para isolar, identifi-
car e avaliar para explorac3c de acordo com este invento ceélulas
T CD4A CDB  noutros modelos animais, incluinde seres humanos, que

expressam moleculas CD4 e CDB no sictema imunitario.
3) Estudos em células humanas

a) Separacdo de células do sangue:
S580 recolhidas amostras de sangue de doentes com deoencas autoimu-—
nitarias, por exemplo, lupus eritematoso sistémico,.As células
mononucleares s3o separadas do sangue num gradiente de densida-
des, por exemplo, Ficoll-Hypague. As células mononucleares sXo
lavadas com o meio descrite Supra, e as células T s%o iscladas
quer pelo método da coluna de 13 de nylon descrito Supra, ou
formando rosetas com glébulos vermelhos de sangue de carneiroc tal

como e descrito em Chandy et al., J. Exp. Med. 160, 369 (1984) ou

por meio de qualquer outro método padrdo disponivel. s células T

sd0 isoladas de um modo semelhante a partir de tecidos linfoides

disponiveis.

b) Coloracdo: As celulas sXpo coradas  tal como foi
descritoc Supra, em primeiro lugar com anti-CD4 e anti-Ccb8, e em
sequida com segundo anticorpo conjugado com corante apropriado,
por exemplo, anticorpo IgG ratinho-anti-cabra conjugado com
ficoeritrina, seguindo-se um anticorpo especifico em relagfo A

ceélula T conjugado com um corante apropriado, por exempla,
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anti-CD3, ou anti-CD2, ou recptor anti-célula T, ou anti-Leu-2
conjugados com fluoresceina. As células T CD4 CD8 <%a entio
identificadas sob microscopia de fluorescéncia como células
expressando moléculas especificas da célula T tais como CDI  ou
CDZ ou Leu-1 ou receptores da célula T, e n#Ho expressando as
maleculas CD4 ou CDB8.

4) Registos electrofisioclégicos:

As celulas sdo colocadas numa c3mara para registos e as
células T CD4 CDB  sXo identificadas apropriadamente com um
microscépio invertido sob luz fluorescente, tal como foi descrito
Supra. Nos cascs em que a populacdo predominante de células T &
CD4—CD8_, por exemplo, em ratinhos lpr e qld ou linhagens celula-
res CD4_CD8_, a coloragdo pode n3o ser necessaria para identifi-
car as celulas. Estas células s3o estudadas 2lectrofisiolégica-
mente usande a técnica "patch-clamp" (Hamill et al.., Fflugers
Arch. 391, 85 (1981).

a) Sclugdes: As células sob investigag¥3o sXo banhadas
em soluto de Ringer para mamiferas normal (NaCl 160 mM, KEC1 4,5
mM, CaCl, 2,0 mM, MgCl., 1,9 mM, HEFES S mM, ajustado para pH 7,4

com NalH; 259 a 220 mosm). Fodem também ser usadas outras solu-—

s

U'l

25 de sustentaco das células. A pipeta do "patch" contem uma

ey

N

clugio apropriada, por exemplo: KF 134 mM, EGTA 1t mM, CaCl 1

mit, MgCl2 2 mM, HEFES 5 mM, ajustado para pH 7,2 com EOH; 285 a

Z19 mosm).

s e . . —+ .

by Identificacdo dos canais de k' do tipo 1: Fazendo
variar a voltagem através da membrana, os canais idnicos ligados
a voltagem s8o abertos e o movimento dos i8es através destes

canais & medido sob & forma de corrente idnica. Foram caracteri-

zados varios tipos distintos de canais usando uma série de



técnicas electrofisiolégicas (Hille B: Ionic channels of excita-—

ble membranes, Sinauer Associates, Sunderland, MA (1984). Estes

canals s3o0 distinguidos a base de critérios electrofisiocldégicos e
farmacologicos. Os canais de K+ do tipo 1 s3o identificados nas
celulas "patch-clamped" tendo como base as suas propriedades de
inactivagdo, cinética de encerramento do canal, sensibilidade ao
blogqueio por TEA+, amplitude simples do canal, e dependéncia da
valtagem da activag3o tal como & descrito detalhadamente por
DeCouwrsey et al., J. Gen. Fhysicl 8%, 379 (1987).

c) Teste da droga: Depois de ter identificado os
canais de H+ do tipo 1., a soluc#o do banho & mudada e substituida
por uma solugdo contendo a dreoga de interesse. 0 efeito da droga
cobre os canaie de K~ do tipo 1 & monitorizade electrofisioldgi-
camente, por exemplo, alteragdes das propriedades de inactivagdo,
ou cinetica de encerramento do canal, ou desvic na dependéncia da
voltagem ou activac3o, ou alteragio da amplitude simples do
canal, etc. SXo usados oz mesmos processos para contreolar uma
bateria de materiais do teste sobre a mesma célula ou <=abre
outras células contendo canais de K~ do tipo . A selectividade
desta droga em relag3o aos canais de it do tipo 1 & determinada
testando o efeito destes materiais de teste sobre outros tipos de
canais idnicos, por exemplo canais de KT do tipo n em células T.
S5%o identificadas as drogas que modulam os canais de k¥ do tipo 1

selectivamente & com grande potdncia.

d) Freparacdo de anticorpos contra os canais de k¥ do
tipo 1: Os genes gue codificam os canais de K'Y do tipo 1 sZo
1s0lados por meic de técnicas padrdo de ADN recombinante tais
como as descritas em Weir et al., Handbook of Experimental
Immuncleogy, Vol. 3 (1984) e outros documentos disponiveis. Estes
genes sdo usados como padrZes para preparar proteinas ou peptidos

-+ . et . .
do canal de kK do tipo 1, gue s3p usados como antigénios para
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preparar anticorpeos contra os canais de k¥ do tipe 1. Um sequndo
método para preparar anticorpos contra o canal de K+ do tipo 1 &
usado com células expressando grande numero de canais de K+ do
tipo 1. isolando as proteinas da superficie celular destas
células e usando estas proteinas como antigénios para a prepara-—
cdo de anticorpos. Os anticorpos =3o controlados gquanto & sua
capacidade para (a) afectar electrofisiolsdgicamente canais de K+
do tipo 1, tal como foi descrite Supra, ou (b) quanto & sua
capacidade para destruir células expressando canais de o do tipo
1., guando os anticorpos s%o conjugados com uma toxina celular, ou
quando os anticorpos se ligam & célula na presenga de complemen-—
to, ou (c) guanto & capacidade dos anticorpos ligados a radibiss-
topo, ou corante, ou enzima para se ligarem as células, ligacio
que & monitorizada por microscopia de fluorescéncia, por separa-
¢%o de celulas por fluorescéncia, por contagem radioactiva, ou
por ensaios de imunpabsorvEncia ligada a enzima, ou por outras

técnicas apropriadas.

2} Teste da droga e/ou anticorpo em doernga autoimuni-
taria: Drogas ou anticorpos identificados pelos ensaios descri-
tos Bupra como sendo selectivos para os canais de K+ do tipe 1
s%0 testados in  vivo guanto & sua eficacia em modelos animais
apropriados, por exemplo, quanto a sua capacidade para retardar o
inicio & desenvolvimento das doengas autoimunité&rias, ou doengas
autoimunitdrias reversas. A via de administrac®o das drogas/anti-
corpos pode ser oral, parentérica, ou rectal, e a droga pode ser
administrada isoladamente como elemento principal, ou em combiina-
TEO com outras drogas ou anticorpos, e com intervalos regulares
ow como um simples bolus, ou como uma infusXo continua em farma-—
t8es padr8@c. Drogas e anticorpos descritos Supra s#Zp também
testados em ensaios in vitro, por exemplo, quanto & sua capacida-—
de para estimular células B dos doentes autoimunes ou modelos

animais para segregar autoanticurpos.



g—

) Um protocole de tratamento: Drogas ou anticorpos
identificados pelos ensaios atris descritos s3o testados gquanto &
sua seguranga em seres humanos pelas regras Federais. Estas
drogas ou anticorpos descritos Supra s&8o administrados por meio
de formulacgdes padrdo a doentes com doengas autoimunitarias, de
novo oralmente, parentéricamente, por via rectal, isoladamente ou
em combinagdo, com intervalos regulares ou num simples bolus, ou
como infus¥o continua, para modulac¥o dos canais de K+ do tipo 1
nas células T CD4 CD8 desse modo cortrariando a sua fungo
auxiliar acesséria anormal B causando impacto na evoluco da

doenga autoimunitéria.

Todas as varias refer®ncias agui citadas s&%o aqui

exprescamente incorporadas como referéncia.

A descrig3o anteriocr detalha métodos especificos que
podem ser usados para a pratica do presente invento. Tendo
detalhado métodos especificos inicialmente usados para identifi-
car uma manifestacfo eticldédgica de doenca autoimunitaria, nomea-—
damente express®o elevada dos canais idnicos do tipo 1 em células
T anormais, os especialistas nesta técnica saberXo bastante bem
escolher métodos alternativos de confianca para chegarem & mesma
informag¥o bhdsica e para alargarem esta informac%o a outras
espécies incluindo o ser humano. Assim, apesar da matéria ante-
rior parecer detalhada no texto, esse facto nX%o deve ser conside—
rado como limitativo do seu Embito total; pelo contr&rio., o

&mbito do presente invento soé pode ser determinado pela elahora-

CH0 valida das reivindicacBes apensas.



REIVINDICACOES

1. Ensaio para rastreio e identificagdo de materiais extrinsecos

tendo um efeito modulador sobre os canais de K* do tipo 1 de células T anormais

ligadas a uma doenga autoimunitaria, caracterizado por compreender os passos

que se seguem:

a)

b)

d)

proporcionar uma cultura de células T, anormais pelo facto de
apresentarem uma alteragio inica do canal de K* caracteristica de e
ligada a uma doenga autoimunitéria caracterizada por elevados

nimeros de canais K* do tipo 1,
fazer contactar a referida cultura de células com um ou mais de
uma bateria de materiais de teste que podem potencialmente

modular os seus canais de K* do tipo 1,

monitorizar o efeito dos referidos materiais do teste sobre os

referidos canais de K* do tipo 1, e

seleccionar candidatos a partir da bateria de materiais de teste

capazes de modular os canais de K* do tipo 1.

2. Ensaio de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por

compreender ainda o passo ou passos adicional(ais) a seguir ao passo d),

consistindo em:

€)

utilizar o referido candidato na preparagio de uma composicdo

contendo o referido candidato como um componente essencial,



sendo a referida composigdo util para desencadear as suas
propriedades de modulagio quando ¢ feito contactar in vivo com as

células T anormais do sistema imunitario.

3. Ensaio de acordo com a Reivindicagio 1, caracterizado por a
monitorizagdo do passo c) ser realizada medindo a corrente eléctrica através dos

canais de K" banhados com o referido material de teste.
4, Ensaio de acordo com a Reivindicagio 5, caracterizado por a
selec¢do do passo d) se basear no material de teste que induz corrente eléctrica

pouca ou inferior ao normal através dos canais de K* do tipo 1.

5. Ensaio para o diagndstico de doenga autoimunitaria,

caracterizado por compreender os passos de:

a) proporcionar células T contendo canais do ido K* a partir do teste

individual,

b) identificar células T anormais de entre a populagdo de células T do

passo a),

c) medir os numeros relativos dos canais de K™ do tipo 1 das células

identificadas no passo b), e

d) determinar se o nimero de canais de K* do tipo 1 ¢ elevado em

relagdo ao nimero normal;

em que o referido ensaio ¢é realizado fora do corpo humano.



6. Ensaio de acordo com a Reivindicagdo 5, caracterizado por a
medigdo do passo c¢) ser realizada pela medigdo da corrente eléctrica através dos

canais de K* do tipo 1.

7. Ensaio de acordo com a Reivindicagdo 6, caracterizado por a
determinagdo do passo d) se basear na medigdo da corrente eléctrica através dos
canais de K* do tipo 1 ou pela intensidade da coloragio pelo corante numa célula

S T normal fenotipicamente semelhante.

Lisboa, 5 de Margo de 1990

D -—\'ﬁL':—

JORGE CRUZ
Agente Oficial da Propriedade Industrial
RUA VICTOR CORDON, 14-3°
1200 LISBOA
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