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DESCRICAO

“Tratamento da fibrose hepdtica com anticorpos contra
integrina alfa-V-beta 6”

ANTECEDENTES DO INVENTO

As integrinas sao receptores de adesao celular
heterodiméricos compostos por duas subunidades, o e . A
integrina ovpf6 € um receptor de fibronectina e tenascina
predominantemente expresso por células epiteliais. Em tecidos
de primatas adultos saudaveis, o ARNm e a proteina {6
raramente sao detectados, embora (6 seja expressa durante o
desenvolvimento fetal, a cicatrizacdo de feridas e nalguns
tumores epiteliais. Quando a subunidade (6 ¢é expressa numa
linha celular de carcinoma do cdélon, na qual estd normalmente
ausente, a expressao da subunidade confere uma capacidade
aumentada para proliferar. E necessdria uma regido de
11 aminocdcidos do terminal-COOH, unica para a subunidade po6,
para a actividade intensificadora de proliferacdo da integrina
avf6 (Agrez et al., J. Cell. Biol. 127: 547-556 (1994)). A
expressao de 6 € induzida em células epiteliais alveolares

tipo II durante a lesao causada por i1injeccdao de Dbactérias
vivas, sendo a expressao de 6 observada em sitios focais de
inflamacdo subclinica, assim como numa variedade de espécimes
clinicos de doentes com inflamacdao crénica ou aguda dos
pulmdes ou rins (Breuss et al., J. Cell. Sci. 108: 2241-2251
(1995)) .

Huang et al. (J. Cell. Biol. 133: 921-928 (1996))
descreveram ratinhos homozigdéticos para uma mutacdao nula no

gene que codifica a subunidade (6, gue tinham calvicie juvenil
associada a infiltracdao de macréfagos na pele e linfécitos
activados acumulados a volta das vias aéreas de conducdao nos
pulmdes.

A fibrose pulmonar € uma desordem comum gue SsSe pensa ser
devida aos efeitos destrutivos de produtos libertados a partir
de leucécitos (ver, por exemplo, Marshall et al., Int. J.
Biochem. Cell. Bio. 29: 107-120 (1997)). A lesadao dos pulmbes e
a fibrose pulmonar induzidas por bleomicina estdo associadas

a, e podem depender do, recrutamento e activacdo de linfécitos
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(Scherier, D. J. et al., Am. J. Pathol. 11l6: 270-278 (1984)).
Entre as terapéuticas propostas para lesdao do paréngquima

pulmonar e fibrose pulmonar encontra-se a utilizacao de
abordagens terapéuticas “anti-citoquinas” (Coker et al.,
Thorax 52 (2): 294-296 (1997)).

No entanto, as terapéuticas actuais para lesdo pulmonar
aguda e fibrose pulmonar sao amplamente inadequadas (ver, por
exemplo, King et al., “Isiopathyic Pulmonary Fibrosis and
Other Interstitial Lung Diseases of Unknown Ethiology” em
Testbook of Respiratory Medicine, Murray e Nadel, eds., W.B.
Saunders, Philadelphia PA, pg. 1827-1839 (1994)). Griffiths et
al., Molecular Biology of the Cell, Bethesda, MD, US, vol. 7,
1996, pagina 166A descrevem gue a 1inactivacdo do gene da

subunidade 6 de integrina protege contra a fibrose pulmonar
induzida por bleomicina. Existe uma necessidade de
terapéuticas para fibrose. Esta necessidade ¢é visada pelo
presente invento.

SUMARIO DO INVENTO

Um aspecto do invento é a utilizacgdo de um anticorpo que
se liga especificamente a integrina avf6 e bloqueia a ligacao
de um ligando a integrina ovf6, para o fabrico de um
medicamento para tratamento de fibrose hepdatica num doente.

E revelado um anticorpo monoclonal produzido pelo
hibridoma ATCC HBR12382.

E também revelado o hibridoma ATCC HB12382.
BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

A Figura 1A ¢é um grafico que compara o teor de
hidroxiprolina nos pulmdes de ratinhos gue expressam uma
mutacdao nula do gene da subunidade (6 da integrina com
ratinhos de controlo, na presenca de Dbleomicina (blm) ou
solucdo salina (sal).

A Figura 1B € uma fotografia da coloracdo tricromatica de
secgbdes de pulmdo de baixa poténcia gue demonstra acumulacao
densa de matriz extracelular colagenosa nos pulmdes de
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ratinhos de tipo selvagem (f6+/+) mas nao nos ratinhos R6-/-,
tratados com bleomicina, 30 dias apdés o tratamento.

A Figura 2 é um grafico que compara o aumento da agua dos
pulmdes em ratinhos de tipo selvagem (R6+/+) comparado com
ratinhos f6-/-, na presenga de bleomicina (blm) ou solugéo
salina (sal).

A Figura 3 €& um grafico gue compara o recrutamento de
linfécitos em ratinhos de tipo selvagem (B6+/+) e ratinhos
Bo—/— apds administracdo de bleomicina (blm) ou solucdo salina
(sal).

DESCRIQAO DETALHADA DO INVENTO

0O presente invento proporciona a utilizacdo de um
anticorpo que se liga especificamente a integrina ovp6 e
blogueia a ligacdo de um ligando a integrina ovf6, para o
fabrico de um medicamento para tratamento de fibrose hepdtica.

Estes anticorpos podem ser proporcionados profildctica
ou terapeuticamente a doentes com, ou em risco de ter,
sintomas de fibrose. Tipicamente, 0s anticorpos sao
administrados numa base didria durante pelo menos um periodo
de 1-5 dias. Tal como aqui se utiliza, uma “dose terapéutica”
¢ uma dose que previne, alivia, elimina ou reduz de outro modo
a gravidade dos sintomas num doente.

Sao revelados anticorpos que se ligam especificamente a
avpR6.

Os anticorpos podem ser sintéticos, monoclonails ou
policlonais, e podem ser preparados por técnicas bem
conhecidas na especialidade. Numa concretizacao preferida, o
anticorpo reconhece especificamente regido citoplasmatica da
subunidade 6 (por exemplo, veja-se Weinacker et al. J. Biol.
Chem. 269: 6940-6948 (1994)). Para aplicacdes terapéuticas, os
anticorpos monoclonais “humanos” possuindo regides constantes
e varidveis humanas, sdo frequentemente preferidos de modo a
minimizar a resposta imunitédria de um doente contra o
anticorpo. Estes anticorpos podem ser gerados através da
imunizacdo de animais transgénicos que contém genes de
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imunoglobulinas humanas. Veja-se Jakobovits et al., Ann. NY
Acad. Sci. 764: 525-535 (1995). Relativamente aos anticorpos
sintéticos e semi-sintéticos, estes termos destinam-se a
cobrir, mas sem limitacao, fragmentos de anticorpos,
anticorpos de isotipo trocado, anticorpos humanizados (e.g.,
ratinho-humano, humano-ratinho e semelhantes), hibridos,
anticorpos com multiplas especificidades, moléculas sintéticas
semelhantes a anticorpo, e semelhantes

Como discutido abaixo, os anticorpos podem ser rastreados
quanto a capacidade para bloguear a ligacdo de um ligando a
avpo e/ou quanto a outras propriedades, tais como a capacidade
para proteger in vivo contra a fibrose pulmonar induzida por
bleomicina. Um anticorpo monoclonal anti-f6 exemplificativo é
o0 10D5 (depdsito no ATCC n° HB12382, depositado a 6 de Agosto
de 1997).

Os anticorpos candidatos contra ovf6 podem ser rastreados
quanto a sua funcdao através de uma variedade de técnicas
conhecidas na arte e/ou descritas no presente pedido, tais
como proteccdo contra fibrose induzida por Dbleomicina num
modelo de ratinho; inibicdo da proliferacdao de células
tumorais (Agrez et al., J. Cell Bio., 127: 547-556 (1994)); e
inibicdo da migracao celular e/ou inibicdo da adesdo celular

(ver seccdo de Exemplos Experimentais).

Pode-se encontrar uma pluralidade de formulacgdes
adequadas dos anticorpos no formuldrio conhecido de todos os
qgquimicos farmacéuticos: Remington’s Pharmaceutical Sciences
(158 Edigao, Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania
(1975)), particularmente no seu Capitulo 87, de Blaug,
Seymour. Estas formulacdes incluem por exemplo, pds, pastas,
pomadas, géis, ceras, Oleos, lipidos, bases de absorcao
anidras, emulsdes &leo-em—-agua ou Aagua-em-6leo, emulsdes de
Carbowax (polietilenoglicdis de varios pesos moleculares),
géis semi-sdlidos e misturas semi-sdélidas contendo Carbowax.

As quantidades do ingrediente activo necessdrias para uma
terapéutica eficaz véa@o depender de muitos factores diferentes,
incluindo o meio de administracdo, o local alvo, o estado
fisioldégico do doente e outros medicamentos administrados.
Assim, as doses de tratamento devem ser tituladas para
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optimizar a seguranca e a eficdcia. As doses tipicamente
utilizadas in vitro podem proporcionar um guia Util das
quantidades uUteis para administracdo in situ dos ingredientes
activos. O teste em animais de doses eficazes para tratamento
de desordens particulares vail proporcionar mais indicacao para
previsdao da dose humana. S&o descritas varias consideracdes,
por exemplo, em Goodman and Gilman’s The Pharmacological Basis
of Therapeutics, 73  Edicao (1985), MacMillan Publishing
Company New York e Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182

Edicdao (1990) Mack Publishing Co., Easton Penn. O0Os métodos

para administracao sao aqui discutidos, incluindo
administracao oral, intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, transdérmica, nasal, iontoforética e
semelhantes.

As composigbes do invento podem ser administradas numa
variedade de formas de dose unitdria dependendo do método de
administracdao. Por exemplo, as formas de dose unitaria
adequadas para administracao oral incluem formas de
administracdao sdélidas tais como pds, comprimidos, pilulas,
cdpsulas e drageias e formas de administracdo liquidas, tais
como elixires, xaropes e suspensdes. Os ingredientes activos
podem também ser parentericamente administrados em formas de
administracdao liquidas estéreis. As cdpsulas de gelatina
contém o ingrediente activo e como ingredientes inactivos
veiculos em pd, tais como glucose, lactose, sacarose, manitol,
amido, celulose ou derivados da celulose, estearato de
magnésio, &acido estedrico, sacarina sdédica, talco, carbonato
de magnésio e semelhantes. Exemplos de ingredientes inactivos
adicionais que podem ser adicionados para proporcionar cor,
sabor, estabilidade, capacidade de tamponamento, dispersao,
desejavels, ou outras caracteristicas desejaveis conhecidas
sdo o o6xido de ferro vermelho, silica gel, laurilsulfato de
sédio, didéxido de titénio, tinta Dbranca comestivel e
semelhantes. Podem ser wutilizados diluentes similares para
preparar comprimidos prensados. Os comprimidos e céapsulas
podem ser produzidos na forma de produtos de libertacéao
sustentada para proporcionar a libertacao continua do
medicamento durante um periodo de horas. Os comprimidos
prensados podem ser revestidos com agucar ou revestidos com
pelicula para mascarar qualquer sabor desagraddavel e proteger
o comprimido da atmosfera, ou revestidos entericamente para
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desintegracdo selectiva no tracto gastrointestinal. As formas
de administracdo liquidas para administracgdo oral podem conter
corantes e aromatizantes para aumentar a aceitacdo do doente.

A concentracao das composigdes do invento nas formulagdes
farmacéuticas pode variar amplamente, i.e., de menos de cerca
de 0,1%, normalmente de ou pelo menos cerca de 2%, até tanto
quanto 20% a 50% ou mais em peso, e val ser seleccionada
principalmente em relacdo aos volumes de fluido, viscosidades,
etc., de acordo com o modo de administracdo particular
seleccionado.

As composigdes do invento podem também ser administradas
através de lipossomas. O0Os lipossomas incluem, emulsdes,
espumas, micelas, monocamadas insoluveis, cristais liquidos,
dispersbdes de fosfolipidos, camadas lamelares e semelhantes.
Nestas preparagdes, a composicdo do invento a administrar é
incorporada como parte de um lipossoma, isolada ou em conjunto
com uma molécula que se liga a um alvo desejado, tal como um
anticorpo ou com outras composicdes terapéuticas ou
imunogénicas. Assim, os lipossomas cheios ou decorados com uma
composicado desejada do invento podem ser sistemicamente
distribuidos ou podem ser direccionados para um tecido de
interesse, onde os lipossomas entregam entdo as composicdes

peptidicas terapéuticas/imunogénicas, seleccionadas.

Os lipossomas para utilizagcdo no invento sao formados a
partir de lipidos padrao formadores de vesiculas, que incluem,
geralmente, fosfolipidos neutros e negativamente carregados e
um esterol, tal como colesterol. A seleccdo dos lipidos é
geralmente guiada por consideragao, por exemplo, da dimensao
do lipossoma, da instabilidade em acidos e da estabilidade dos
lipossomas na corrente sanguinea. Estd disponivel uma
variedade de métodos para preparacao de lipossomas, como
descrito em, por exemplo, Szoka et al., Ann. Rev. Biophys.
Bioeng. 9: 467 (1980), Patentes U.S. Nos. 4235871, 4501728,
4837028 e 5019369.

Uma suspensao de lipossomas contendo uma composicao do
invento pode ser administrada por wvia intravenosa, local,
cutédnea, etc., numa dose que varia de acordo com, inter alia,
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a forma de administracao, a composicdao do invento a
administrar e a fase da doenga a tratar.

Para composicgbes sdlidas, podem ser utilizados wveiculos
s6lidos nao téxicos convencionais que incluem, por exemplo,
qualidades farmacéuticas de manitol, lactose, amido, estearato
de magnésio, sacarina sdédica, talco, celulose, glucose,
sacarose, carbonato de magnésio e semelhantes. Para
administracao oral, forma-se uma composicao nao téxica
farmaceuticamente aceitdvel por incorporagao de qgualguer um
dos excipientes normalmente utilizados, tais como os veiculos
previamente indicados e, em geral, 10-95% de ingrediente
activo, 1isto é, uma ou mais composicgdes do invento e mais
preferivelmente numa concentracdo de 25%-75%.

Para administracdo em aerossol, as composicgdes do invento
sao fornecidas, de preferéncia, na forma finamente dividida
juntamente com um tensioactivo e um propulsor. As percentagens
tipicas das composicgdes do invento sao de 0,01%-20% em peso,
de preferéncia 1%-10%. O tensicactivo deve ser, evidentemente,
nao téxico e preferivelmente soluvel no propulsor. Séo
representativos de tais agentes os ésteres ou ésteres parciais
de &4cidos gordos contendo de 6 a 22 atomos de carbono, tais
como ©os acidos caprdico, octandico, laurico, palmitico,
estedrico, linoleico, 1linolénico, olestérico e oleico com um
dlcool poli-hidrico alifdtico ou seu anidrido ciclico. Podem
ser utilizados ésteres mistos tais como glicéridos mistos ou
naturais. O tensiocactivo pode constituir 0,1%-20% em peso da
composicado, de preferéncia 0,25-5%. O equilibrio da composicgao
¢ normalmente o propulsor. Quando desejavel, pode também ser
incluido um veiculo, tal como, por exemplo, lecitina para
entrega intranasal.

As construgdes do invento podem ser adicionalmente
administradas num sistema tipo depodsito, numa forma
encapsulada ou num implante por técnicas bem conhecidas na
arte. Similarmente, as construcgdes podem ser administradas

através de uma bomba num tecido de interesse.

Qualgquer uma das formulacdes anteriores pode ser adequada
em tratamentos e terapéuticas de acordo com © presente
invento, desde que o agente activo na formulacdao nao seja
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inactivado pela formulacéo e a formulacéao seja
fisiologicamente compativel.

Os exemplos seguintes sao fornecidos para ilustrar certos
aspectos do presente invento e nao se destinam a limitar o seu
ambito.

EXEMPLOS EXPERIMENTAIS

I. Introducao

A fibrose pulmonar € uma desordem comum gue sSe pensa ser
devida aos efeitos destrutivos de produtos libertados a partir
de leucédcitos. Embora o epitélio respiratdério seja danificado
durante 0 desenvolvimento de fibrose, nao se mostrou
previamente que @ as células epiteliais, elas préprias,
contribuam para este processo. Examindmos os efeitos da
bleomicina, um farmaco gque se sabe causar fibrose pulmonar, em
ratinhos que expressam uma mutacdao nula de um uUnico gene de
subunidade de integrina (B6) que esta completamente
restringido a células epiteliais. Os ratinhos p6-/- foram
drasticamente protegidos da fibrose induzida por bleomicina.
As terapéuticas alvo desta integrina podiam proporcionar, por
conseguinte, novas abordagens para o tratamento desta desordem
largamente nédo tratdavel.

A integrina avf6 € exclusivamente expressa em células
epiteliais, principalmente durante a organogénese e em
resposta a lesao. Os ratinhos Bo—-/- tém respostas
inflamatdérias exageradas a lesbes cutdneas e das vias aéreas,
mas desenvolvem-se e reproduzem-se normalmente (Huang, X.Z. et
al., J. Cell Biol., 133: 921-928 (1996)).

IT. A Inactivacao do Gene da Subunidade de 1Integrina (6

Protege o0s Ratinhos Contra a Fibrose Pulmonar Induzida

por Bleomicina

A toxicidade pulmonar da bleomicina (0,03 unidades (u) em
60 pl de solucdo salina) ou veiculo de solucdo salina (60 pl)
administrados por injecc¢do intratraqueal foil examinada em
ratinhos de tipo selvagem (B6+/+) e ratinhos (6-/- de idade e
sexo correspondentes, da estirpe 129 SVEMS/ter. A fibrose
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pulmonar foi avaliada 15, 30 e 60 dias apdés o tratamento por
exame da morfologia dos pulmdes e por medicdo do teor de
hidroxiprolina, um indice de deposicado de colagénio. A fibrose
foi significativa nos ratinhos de tipo selvagem tratados com
bleomicina durante 30 dias e progrediu até aos 60 dias
(Figuras 1A-1B). ©Pelo contrario, nos ratinhos fB6-/- a
morfologia dos pulmdes permaneceu guase normal ao longo da
experiéncia, apenas com pequenas porc¢des de fibrose; e o teor
de hidroxiprolina dos pulmbdes nao foi significativamente
diferente daquele medido em animais tratados com solugéo
salina em qualgquer momento. Esta verificagdao nao foi unica
para os ratinhos 129 puros, uma vez que foram obtidos
resultados similares na descendéncia de 129 por
intercruzamentos C57B1/6. Estes resultados inesperados indicam
que a expressdo da integrina avR6 é necessaria para a inducao
de fibrose pulmonar.

Para determinar o papel de avf6 nos estddios precoces da
fibrose induzida por bleomicina, mediu-se o teor de &agua dos
pulmdes, um marcador de edema pulmonar que resulta da
permeabilidade wvascular aumentada, 1, 5 e 15 dias apds a
administragao de bleomicina ou solugdo salina. Nos ratinhos de
tipo selvagem, a &gua nos pulmdes estava aumentada ao maximo
em 5 dias e permaneceu aumentada durante 15 dias apds a
bleomicina (Figura 2). Tal como a fibrose pulmonar, 08
ratinhos pf6-/- estavam largamente protegidos deste efeito
precoce da bleomicina, o que indica um papel para a ovfé6
epitelial antes do desenvolvimento de perda vascular induzida
por bleomicina.

Descrevemos previamente que os ratinhos (6-/- demonstram
respostas inflamatdrias exageradas de células mononucleares na
pele e vias aéreas (Huang, X.Z. et al., J. Cell Biol. 133:

921-928 (1996)). A 1lesdo dos pulmbes e fibrose pulmonar
induzidas por bleomicina estdo associadas a, e podem depender
do, recrutamento e activacao de linfécitos (Schrier, D.J. et
al., Am. J. Pathol. 1l16: 270-278 (1984)). Contamos o0s
linfécitos CD4+ e CD8+ e avalidmos a activacao dos linfécitos

por medicao da expressao do receptor de interleucina 2 (CD25)
em células obtidas a partir de pulmdes cortados de ratinhos
tratados com solugdo salina ou bleomicina, 5 e 15 dias apds o
tratamento, de forma a determinar se a resisténcia dos
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ratinhos R6-/- a lesdo e a fibrose induzidas por bleomicina
era devida ao recrutamento ou activacdo de linfdécitos
alterados. Observaram-se mais células CD4+, CD8+ e CD25+ nos
pulmdées de ratinhos (6-/- do que nos animais de tipo selvagem
o0 que ¢é consistente com a descricao anterior. A Dbleomicina
induziu um grande aumento nos numeros de linfdécitos que
expressam CD4 e CD8 e um aumento marcado na percentagem de
linfdécitos que expressam CD25 (Figura 3), quer em ratinhos de
tipo selvagem quer em ratinhos p6-/-. Quer nos ratinhos de
tipo selvagem quer nos ratinhos (6-/- o recrutamento e
activacdo de 1linfécitos pulmonares fol madximo 5 dias apds
administragao de bleomicina e comegou a declinar aos 15 dias.
Sem limitacg¢do por uma qualgquer teoria, estes dados sugerem que
uma falha no recrutamento ou activacdo de linfécitos em
ratinhos R6-/- é improvavel estar subjacente a sua proteccao
contra os efeitos de danos pulmonares da bleomicina.

A interaccdo de integrinas com os seus ligandos de matriz
modula varias fungdes celulares importantes incluindo a
proliferacdo (Agrez, M. et al., J. Cell Biol. 127: 547-556
(1994)), sobrevivéncia (Lukacs, N.W. et al., Eur. J. Immunol.

25: 245-251 (1995)) e expressao de citogquinas (Miyake, S. et
al., J. Exp. Med. 177: 863-868 (1993)) e metaloproteinases
(Werb, 7z. et al., J. Cell Biol. 109: 877-889 (1989)). A
subunidade B6 foi  apenas descrita formando um Gnico

heterodimero de integrina, ovf6 e estd restringida a células
epiteliais. Em paralelo com a rapida inducdo de expressdo de
avp6 apds lesadao epitelial, as concentracdes locais de, pelo
menos, dois ligandos para esta integrina (fibronectina e
tenascina) aumentam. Descrevemos previamente que a expressao
de ovR6 desempenha um papel na terminacdao de respostas
inflamatdérias de células mononucleares na pele e na vias
aéreas de conducao dos pulmdes (Huang, X.Z. et al., J. Cell
Biol. 133: 921-928 (1996)). Os resultados aqui descritos
indicam que esta integrina desempenha também um papel critico
na inducao de lesao dos pulmdes e fibrose pulmonar em resposta
a bleomicina.

As células epiteliais respiratdrias tém sido consideradas
desde a 1longo tempo principalmente como componentes de uma
barreira passiva, separando outras células pulmonares dos
componentes potencialmente téxicos do ar inalado. No entanto,
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nesta interface estas células estdao bem posicionadas para
iniciar e modular respostas locais a lesdo. A evidéncia
recente sugere que as células epiteliais respiratdrias tém a
capacidade de sintetizar e segregar um certo numero de
proteinas que podem iniciar e modular respostas a leséo,
incluindo quimioquinas (por exemplo, interleucina-8, GRO«,
GROy, RANTES, GMCSF, MIP-la e MCP-1), outras citoquinas (por
exemplo, IL-6, IL-11 e IL-15) e factores de crescimento (por
exemplo, TGFB). Sem limitacdao por uma qualquer teoria, um
mecanismo possivel pelo qual a avPR6 epitelial pode contribuir
para o desenvolvimento de lesdao dos pulmdes e fibrose pulmonar
é por modulacdo da expressadao de uma ou mais destas proteinas.

As presentes terapéuticas de fibrose pulmonar sao
amplamente 1nadequadas. Os resultados do presente estudo
indicam que as células epiteliais respiratdérias e a integrina
epitelial, ovfR6, desempenham papéis importantes na patogénese
da lesao do parénquima dos pulmdes e fibrose pulmonar e que as
terapéuticas especificamente concebidas para interferir com a
funcdo desta integrina sado Uteis no tratamento destas doencgas
dos pulmbes amplamente intrataveis.

III. Producdo de um Anticorpo de Bloqueio

A, Produgdo de Anticorpo Monoclonal

Ratinhos p6-/- foram dimunizados com queratindcitos
obtidos a partir de ratinhos de tipo selvagem ou com ovp6
humana segregada recombinante (Weinacker et al., J. Biol.
Chem. 269: 6940-6948 (1994)) em adjuvante de Freund, para
gerar anticorpos contra ovf6. Colheram-se esplendcitos de
ratinho e fundiram-se com células de mieloma de ratinho SP2/0
de acordo com o0s procedimentos padrao. Utilizaram-se células
SW480 transfectadas com R6 e com simulagcdo de transfeccéao
(mock) para andlise do sobrenadante resultante por citometria
de fluxo. Os anticorpos que se verificou reconhecerem células
SW480 transfectadas com (6 mas nao as com transfeccdo simulada

foram utilizados para experiéncias posteriores.
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B. Caracterizacdo dos Anticorpos Monoclonais

A ovf6 humana segregada e o0s gueratindécitos de murino
foram wutilizados como imunogénios em ratinhos (6-/- de
antecedente 129/C57, para produzir anticorpos contra avp6 de
murino. 0Os sobrenadantes dos hibridomas produzidos foram
analisados por coloracgdao diferencial de células SW480 com
transfeccdo simulada e transfectadas com (6. 0Os anticorpos
resultantes CSR6 e 10D5 coraram 6 humano expresso em células
SW480 e (6 de ratinho em queratindécitos de tipo selvagem. O
CSR6 foili posteriormente caracterizado por imunoprecipitacao de
lisado de queratinécitos de murino marcados com (°°S). Este
anticorpo precipitou heterodimeros da massa molecular adequada
para ser av6 de queratindcitos Bo+/+ mas nao de
queratindcitos R6-/-, 0 que indica qgue estes anticorpos sao
especificos para a integrina avp6.

Testamos também CSR6 e 10D5 gquanto a actividade de
blogqueio por realizacdo de testes de adesdao celular com
células SW480 transfectadas com 6 e queratindcitos de murino
em fibronectina. No entanto, apenas o 10D5 mostrou actividade
de blogueio em células de murino. O 10D5 inibiu a migracao de
queratindécitos de tipo selvagem em fibronectina, num grau

idéntico ao observado em queratindécitos BR6-/-.

C. Teste de Adesao Celular

Placas de microtitulacao de multiplos pocos de
poliestireno tratadas com culturas de nao tecidos de 96 pocgos
(Linbro/Titertek, Flow Laboratories, McLean, VA) foram
revestidas com vitronectina, fibronectina ou colagénio.
Adicionou-se aos pogos uma solucdo de 100 pl contendo varias
quantidades de matriz e incubou-se a 37°C durante 1 hora. Apds
incubacédao, os pogos foram lavados com PBS, depois blogueadas
com BSA a 1% em DMEM isento de soro a 37°C durante 30 minutos.
Os pogos de controlo foram cheios com BSA a 1% em DMEM. As
células foram colhidas da mesma forma gue para O teste de
migragdo e ressuspensas em KGM isento de soro e depois
adicionadas a cada pogo revestido com proteina na presencga ou
auséncia de PMA. Para as experiéncias de bloqueio, as células
foram incubadas com anticorpos durante 5 minutos a 4°C antes
do plaqueamento. As placas foram centrifugadas (topo para
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cima) a 10xg durante 5 minutos antes da incubagdo durante
1 hora a 34°C, em CO, humidificado a 7%. As células nao
aderentes foram removidas por centrifugacao de topo para baixo
a 48xg durante 5 minutos. As células ligadas foram fixadas com
formaldeido a 1% e coradas com violeta de cristal a 0,5%, e em
seguida os pocos foram lavados com PBS. O numero relativo de
células em cada poco foil avaliado por medicdo da absorvéancia a

595 nm num leitor de microplacas “Microplate Reader”
(Bio-Rad) .
D. Teste de Migracao

Os testes de migracdo de células foram realizados com
placas Transwell revestidas com matriz (poros de 8 um, Costar,
Cambridge, MA). A superficie inferior da membrana foi
revestida com colagénio (10 upg/ml), fibronectina (10 upg/ml) ou
vitronectina (10 wug/ml) em PBS durante 1 hora a 37°C e
bloqueada com BSA a 1%. Os queratindcitos cultivados priméarios
foram colhidos com tripsina/EDTA e a tripsina foi inactivada
com inibidor de tripsina de semente de soja. As células foram
suspensas em KGM isento de soro e plaqueadas na cémara
superior a uma densidade de 3,6x10° por poco em 100 pl de meio
na preseng¢a ou auséncia de miristato-acetato de forbol (PMA,
10 ng/ml). Para as experiéncias de inibicdo, os anticorpos
foram adicionados nas cédmaras superiores e 1inferiores na
presenca de PMA. Apds uma incubacdo de 6 horas, as células
foram fixadas com paraformaldeido a 2% e coradas com violeta
de cristal a 0,5% em formaldeido a 1%. As células na camara
superior foram removidas e as células na superficie inferior
foram contadas com uma grelha 10x numa amplificacdo de elevada
poténcia (40x). Contaram-se multiplos campos e calculou-se a
média para cada condicao estudada.

IV. Ratinhos Knockout R6 Tém Incidéncia Reduzida de

Metdstases nos Pulmdes

Uma linha transgénica de ratinho que desenvolve
espontaneamente cancro da mama metastatico (ratinhos
MMTV-mTAg) foi cruzada com ratinhos “knockout” beta-6. Os
ratinhos da descendéncia gque careciam de (6 desenvolveram
tumores mamdrios primdrios de crescimento rapido, mas tinham
uma incidéncia e extensdo muito reduzidas de metdstases nos
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pulmdes quando comparados com ratinhos da mesma ninhada que
expressaram 6. A imuno-histoguimica mostrou que a Pp6 &
fortemente expressa a volta da extremidade das lesdes
metastaticas. Isto sugere que a (6 € necessaria para
metdstases madximas neste modelo.

Uma vez que os ratinhos *“knockout” (6 tém inflamacao
pulmonar croénica, ¢é possivel que a metdstase reduzida seja
devida a presenca de inflamacdo no pulmdo que interfere com o
crescimento metastdtico. Realizaram-se duas experiéncias para
abordar este assunto:

1. Injectou-se uma linha de células que expressa 6 derivada
do tumor primdrio em ratinhos singénicos que eram ou de tipo
selvagem ou “knockout” (6. As metédstases dos pulmdes ocorreram
rapidamente nos dois grupos de ratinhos, sugerindo que a
presenca de inflamagcdo nos ratinhos “knockout” nao interfere

com o crescimento de células tumorais no pulméo.

2. Injectaram-se linhas de células derivadas de tumores de
ratinhos “knockout” beta-6 ou de tipo selvagem em ratinhos de
tipo selvagem singénicos. As linhas de células de tipo
selvagem deram invariavelmente origem a tumores nos pulmdes,
enquanto que as linhas de células *“knockout” nao deram. Esta
experiéncia sugere que a célula tumoral de (6 € necessdria
para metdstase madxima neste sistema.

Embora o invento tenha sido descrito em conjunto com as
suas concretizacdes especificas deve-se compreender que é
capaz de posterior modificacdo, pretendendo este pedido
abranger quaisquer variacgdes, utilizacgdes ou adaptacgdes do
invento seguindo, em geral, o8 principios do invento e
incluindo os afastamentos a presente descricdo como na pratica
conhecida ou habitual da arte a qual o invento pertence e como
pode ser aplicada as caracteristicas essencials anteriormente
descritas e que caiem no &mbito do invento e dos limites das
reivindicacdes apensas.

Lisboa, 2009-01-05
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REIVINDICACOES

1. Utilizacdo de um anticorpo que se liga especificamente
a integrina ovpf6 e bloqueia a 1ligacdo de um ligando a
integrina ovB6, para o fabrico de um medicamento para
tratamento da fibrose hepdtica num doente.

2. Utilizacadao de acordo com a reivindicacdao 1, em gue o

anticorpo é um anticorpo monoclonal.

3. Utilizacédo de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, em
gque o anticorpo é administrado terapeuticamente.

4, Utilizagado de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, em
que o anticorpo € administrado profilacticamente.

Lisboa, 2009-01-05
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RESUMO

“Tratamento da fibrose hepdtica com anticorpos contra
integrina alfa-V-beta 6”

O invento proporciona a utilizacdo de um anticorpo gque se
liga especificamente a avp6 e bloqueia a ligacdo de um ligando
a avPR6 para o fabrico de um medicamento para tratamento de
fibrose hepatica num doente.
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