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Resumo: (max. 150 palavras) @

O presente invento diz genericamente respeito a utilizacao
de linfoquinas antimicrobianas, e especificamente de interferido gama
(IFN-gama), na preparacdo de um medicamento para-a profilaxia e
tratamento de infecgdes microbianas' em  sujeitos ‘receptores de
‘transplantes-sem aumentar a incidéncia de rejeicdes dos  enxertos.
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Ambito do invento

O presente invento diz genericamente respeito & preven-
'¢do e ao tratamento de infecgdes de origem microbiana em pacien-
tes submetidos a transplantes. Mais em particular, o presente
invento diz respeito & utilizagdo de linfoquinas, e especifica-
mente do gama interferon (IFN-gama), na profilaxia e no tratamen-
to de infecgdes de origem microbiana em pacientes submetidos a
transplantes sem que seja aumentada a incidéncia de rejeicgdes dos

mesmos.

Antecedentes do invento

E do amplo conhecimento clinico que as complicacdes
devidas a infecgdes subsequentes a transplantes podem ter como
consequéncia a rejeicdo do ©6érgdo ou tecido transplantado. Os
pacientes submetidos a transplantes contraem infecgdes de origem
microbiana no decurso da sua hospitalizacdo ou sofrem de infec-
¢bes atribulvels a microrganismos ja colonizadores do paciente no
momento da sua admissdo no hospital. As infecgdes de origem
microbiana sdo consideradas o principal factor 1limitador do
sucesso de um transplante. Isto sucede em especial por a imunosu-
pressao requerida para evitar a rejeicdo do dérgdo ou tecido
aumentar .grandemente o sucesso do tratamento antimicrobiano
convencional para debelar infecgdes em pacientes submetidos a

transplantes [Rolston e outors, Hospital Formul., 1987, 22, 710;

Glenn e outros, Rev. Infec. Dis., 1988, 10, 42; L. S. Young, J.
Infec. Dis., 1983, 147, 611; Delgado e outros, South med. J.,
1980, 73, 627; S. C. Schimpf, Current Concepts in_Antibiotic

Therapy for Febrile Episodes in Neutropenic Patients (Generalida-

des em terapia antibidética para episédios febris em pacientes
-neutropénicos), pag. 7, Eli Lilly & Co., Indianapolis, 1IN,
E.U.A., 1983].
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Uma das vias possivels para controlar as infecgdes de
origem microbiana em pacientes submetidos a transplantes consis-
tiria na utilizacdo de modificadores da reaccgao bioldgica (imuno-
moduladores) para aumentar a reacgdo imunitaria. Esta abordagem
foi levada a cabo com sucesso em modelos animais de trauma/infec-
cdo naoc assocliados com transplantes mediante o tratamento com
IFN~-gama. Os roedores que foram submetidos a diversos modelos
diferentes de trauma foram imunossuprimidos e revelaram uma taxa
de mortalidade acrescida quando infectados com uma diversidade de
bactérias. A profilaxia ou terapia dos roedores com gama interfe-
ron murino resultou numa maior taxa de sobrevivéncia em varios

dos modelos [Hershman e outros, Microb. Pathogen., 1988, 4, 165;

J. Interferon Res., 1988, 8, 367; Clin. Exp. Immunol., 1988, 73,

406 e Infec. Immun., 1988, 56, 2412; D. H. Livingstone e M. A.

Malangoni, J. Surg. Res., 1988, 45, 37]. Contudo, existem fortes

contraindicagdes quanto a utilizagdo do tratamento com IFN-gama

para controlar infeccdes em paclientes submetidos a transplantes.

E sabido que as moléculas da membrana celular codifica-
cas por genes do principal complexo de histocompatibilidade
desempenham um papel essencial na interacg¢do entre células do
sistema imunitdrio e unm 6rgdo transplantado [E. Thorsby,

Transplant Proc., 1987, 17, 29). Especificamente, as moléculas do

principal complexo de histocompatibilidade (PCH) de tecido
transplantado possuem a capacidade de induzir fortes reaccgdes
imunitdrias mediante a activagdo das células T dos sujeitos
receptores. As moléculas da classe II do PCH parecem ser antigé-
nios de transplantes particularmente fortes [Klempnauer e outros,

Transplant ﬁfééﬁj 1985, ll,'19§7f;_bﬁa>vez sabido que a .iﬁunbmo—

dulagdo por tratamento com IFN-gama inclui um acentuar da expres-—

sdo dos antigénios da «classe II do PCH [Interferons and the

Immune System (Interferons e o sistema imunitédrio), ed. org. por

J. Vilcek & DeMaeyer, Elsevier Scientific Publishers, B. V.,



Amsterdao,.  1985], s&o pertinentes as reticéncias quanto & utili-
zagdo do IFN-gama no tratamento de pacientes submetidos a trans-
plantes. De facto, o IFN-gama (tal como a interleucina-2 (IL-2))
fol considerado implicado como importante mediador da rejeicao de
drgdos ou tecidos transplantados. Os anticorpos dos receptores de
IFN-gama e de IL-2 revelaram evitar a rejeig¢adao dos d6rgdaos ou

tecidos transplantados em animais de laboratério [Landolfo e

outros, Science, 1985, 220, 176; Rosenberg e outros, J. Immunol.,

1990, 144, 4648; Kirkman e outros, Transplantation, 1935, 40,

719) e diversos estudos sugeriram que a producdo de linfoquina, e
em particular de IL-2, e de IFN-gama podem estar correlacionadas
com episddios de rejeigdo em sujeitos receptores de transplantes

[N. Yoshimura e B. D. Kahan, Transplantation, 1985, 40, 661)]; H.

Vie e outros, Kidney Int., 1985, 28, 553; K. Claesson e outros,

Transplantation, 1984, 38, 32]. Woloszczuk e outros, J. Clin.

Chem. Clin. Biochem., 1986, 24, 729-34, observaram nivels eleva-

dos de IFN-gama no soro antes dos episddios de rejeigdao, quer
directamente relacionados gquer ndo relacionados com as infecgdes,
e sugeriram poder esta observagdo proporcionar um métodos simples
e fidvel para monitorizar o estado imunitdrio dos sujeitos
receptores de transplantes. A administrac¢do sistémica de interfe-
ron a sujeitos receptores de transplantes renais tinha siso
associada a uma acrescida incidéncia de rejeigdes de érgaos ([J.

Kovarik e outros, Transplantation, 1988, 45, 402)]. Concluiu-se

ser este grave efeito adverso uma contraindicagdo para o uso de
interferons no tratamento de pacientes submetidos a transplantes

renails [Baron e outros, JAMA, 1991, 266, 1375].

‘Apesar do grau de participagdo das 1linfoquinas na
rejeigao de dérgaos e tecidos transplantados, e en especial do
mecanismo que rege o seu envolvimento, estarem 1longe de estar
esclarecidos e de alguns estudos sobre fendmenos de rejeigédo

subsequente a terapia com IFN-gama terem produzido resultados
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contraditérios [R. M. McKeena e outros, Transplantation, 1988,
45, 76; Ijzermans e outros, Transplantation, 1989, 48, 1039;
Rosenberg e outros, op. cit.; Kover e outros, Transplantation,
1990, 49, 148; K. Kover e W. V. Moore, Transplantation

2, 853-85], o potencial risco de uma acelera-

Proceedings, 1990,

Ga rejeicdo do drgdo ou tecido transplantado associada a adminis-
tracdo de IFN-gama tem, até & data, levado os médicos a evitar a
vtilizagcdo de IFN-gama no tratamento de infecgdes em pacientes

submetidos a transplantes.

As contraindicacdes no gue diz respeito & administracéo
de 1linfoquinas, e especificamente do IFN-gama, a pacientes
submetidos a transplantes sdo ainda mals aparentes guando se tem
em vista o nosso conhecimento do mecanismo de acgdo das ciclospo-
rinas e dos corticoesteréides gue sdo 0S imunossupressores mais

vulgarmente utilizados em casos de transplante.

A acg¢do imunossupressora das ciclosporinas em transplan-
tes tem sido extensivamente estudada e é& considerada como sendo
principalmente devida & sua potente inibigdo da produgéao de
linfoguina pelas células T. A ciclosporina A (CsA) revelou inibir
a transcricdo do mARN do IFN-gama e da IL-2 in vitro [M. Kronke e
cutros, Proc. Natl. Acad. Sci. 1984, 81, 5214; Elliot e outros,

Science, 1984, 226, 1439; Granelli-Piperno e outros, J. Exp.
Med., 1986, 163, 922]. Diversos estudos revelaram um decréscimo
da produgdo da interleucina-2 (IL-2) e do IFN-gama em sujeitos
receptores de transplantes renais submetidos a um tratamento com
ciclosporina A (CsA). Por exemplo, Yoshimura e outros, J. Clin.

"Immunol. (USA), 1989, 9, 322-328, examinaram o efeito in vivo da

CsA administrada com um esterdide sobre a capacidade das células
sanguineas mononucleares periféricas (CSMP) de sujeitos recepto-
res de transplantes renails para gerar citoguinas e a sua expres-

sdo genética a nivel do mARN. Descobriram gque uma terapia



combinada de CsA e esterdide inibe a expressdo genética tanto do

IFN-gama como da IL-2.

Um segundo grupo importante de 1imunossupressores & o
grupo de corticoesterdides (glucocorticdides, GCC). Parece gue os
mais importantes mecanismos celulares gerals através dos quais
exercem accdes imunossupressoras podem ser os seus efeitos sobre
a producdo e acgdo de factores solivels, tals como citogquinas
[Guyre e outros, "Glucocorticoids and the immune system: activa-
tion of glucocorticoid-receptor complexes 1im thymus cells;
modulation of Fc receptors of phagocytic cells" (Glucocorticdides
e 0 sistema imunitdrio: activagdao de complexos receptores de
glucocorticdides en células do timo; modulagdo de receptores Fc
de células fagociticas) in Progress in Research and Clinical
Applications of Corticosteroids (Progressos na investigagdo a
aplicacdes clinicas de corticoesterdides), ed. org. por H.J. Lee
e C. A. Walker, Heyden & Son, Philadelphia, 14-27, 1991). Também
foi relatado o bloqueamento da produgao de IFN-gama por glucocor-
ticdéides [Guyre e outros, J. Steroid Biochem, 1981, !4, 35-39; A.
Kelso e A. Munck, J. Immun., 1984, 133, 784-791] equanto due

diversos parametros da activagdo monocitica pelo IFN-gama ou nao

sao afectados ou sao acentuados (Girard e outros, J. Immun.,
‘1987, 138, 3235-3241]. Uma revisdo do efeito dos glucocorticdides
sobre a producdo e accdes das citoquinas imunitdrias é fornecida,
- por exemplo, por Guyre e outros, J. Steroid Biochem., 1988, 30,
8§9-93.

Em resumo, apesar o mecanismo exacto do envolvimento
das linfoquinas, e especialmente do IFN-gama, na rejeicdo de
6rgdos ou tecidos transplantados ndo estar ainda completamente
esclarecido, os resultados experimentais publicados levantam
sérias ddvidas quanto & aplicabilidade de 1linfoquinas, por

exemplo da terapia com IFN-gama, na prevencdao e combate de
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infeccdes microbianas em paclentes submetidos a transplantes e
parecem sugerir gue os efeitos potencialmente negativos da
administracdo exdgena de linfoquinas s@o largamente superiores a
qualgquer beneficio resultante desse tratamento de infecgdes

microbianas.

Sumd@rio do invento

O presente invento baselia-se na descoberta inesperada
de que as linfoquinas, e especificamente o IFN-gama, podem ser
usadas com sucesso na profilaxia e no tratamento de infeccdes de
origem microbiana em pacientes submetidos a transplantes sob
condigdes apropriadas sem gque se verifique um aumento significa-
tivo no grau de incidéncia de episdédios de rejeigdo. Os presentes
inventores descobriram que, sob condigdes clinicas, quando na
sequéncia da transplantacdo os sujeitos receptores dos transplan-
tes sdo rotineiramente submetidos a um tratamento a longo prazo
com doses ''de manutengdo" de ciclosporina, as infec¢des de origem
microbiana podem ser controladas (evitadas ou tratadas) eficaz-
mente mediante a administragado de IFN-gama sem que se verifigue o
efeito potencialmente deletério do IFN-gama sobre a sobrevivéncia

do é6rgdo ou tecido transplantado.

Num dos seus aspectos, o presente invento diz respeito
a um método para a profilaxia ou o tratamento de infecgdes de
origem microbiana em sujeitos receptores de transplantes caracte-
rizado por se administrar uma dose terapeuticamente eficaz de uma
linfoquina antimicrobiana aos sujeitos receptores de transplantes
‘apds a  realizagado do transplante sob condigdes tais que seja
suprimida a acgdo da linfoguina conducente a uma acrescida
rejeigdo do 6rgdo ou tecido transplantado mantendo-se contudo a
sua actividade microbiana. A linfoquina antimicrobiana pode ser,

por exemplo, o IFN-gama, a IL-2 ou uma sua -combinagdo. A



linfoquina antimicrobiana ¢é administrada de preferéncia aos
sujeitos receptores de transplantes submetidos a wuma terapia
imunossupressora de manutengdo apdés a transplantacdo. A terapia
imunossupressora de manutengdo consiste, de preferéncia, na
administrag¢do de um ou mais imunossupressores, tal como ciclospo-

rina e/ou esterdides.

Num outro aspecto, o presente invento diz respeito a um
método para evitar a rejeicgdo de 6rgdos ou tecidos transplantados
assoclada a 1infecgdes em sujeitos receptores de transplantes,
caracterizado por se administrar uma dose terapeuticamente eficaz
de IFN-gama aos sujeitos receptores de transplantes submetidos a

uma terapia lmunossupressora de manutengao apds a transplantacao.

Descricdo pormencorizada do invento

O termo "linfogquina" & usado para designar produtos
solivels de células linfdides incluindo as proteinas segregadas
pelas células T como resultado da activagdo através de antigénios
ou lectinas. S3o exemplos de linfoquinas, entre outros, os
interferons ~alfa, -beta e -gama (IFN-a, IFN-B3, IFN-gama), a
interleucina-2 (IL-2), a interleucina-3 (IL-3), o factor alfa da
necrose de tumores (FNT-a), os factores de estimulagdo de colé-
nias (FEC-1, FEC-G ou FEC-GM), etc. O termo "antimicrobiana",
guando referido a '"actividade" torna-a abrangente das actividades
antiviral, antibacteriana, antiparasitica e antifingica. Sao
representantes tipicos de 1linfoquinas com actividade antimicro-
biana o IFN-a, o IFN-B, o IFN-gama, a IL-2 e o FNT-a. A activida-

de antimicrobiana pode ser testada em modelos in vitro e in  vivo

estabelecidos. Os modelos in vitro tipicos baseiam-se no teste da
activagdo dos mondécitos ou neutrdéfilos e incluem o modelo de
eclosdo oxidativa descrito no Exemplo 1 [ver também D. P.
Clifford e J. E. Repine, Methods. Enzimol. 1984, 105, 393}. Os
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nodelos animais (por exemplo roedores e humanos ndo primatas) in
vivo adequados a uma avaliagdo das actividades antiviral, anti-
bacteriana, antiparasitica e antifingica das 1linfogquinas, por
exemplo dos interferons tal como o IFN-gama, sdo também do
conh&szimento dos técnicos especializados, e serdao discutidos

subsequentemente.

No ambito do presente 1invento, ''gama interferon",
"interferon-gama'" ou "IFN-gama" referem-se diversamente a todas
as formas de 1interferons gama (humanos ou animais ndo humanos)
com capacidade para activarem uma reacgdo imunitdria contra uma
infecgdo. Os termos precedentes incluem especificamente o IFN-ga-
ma sob as formas madura, pro, met ou des(1-3) (também designado
por desCisTirCisIFN-gama), gquer seja de origem natural, quimica-
nente sintetizado ou produzido mediante técnicas da tecnologia do

ADN recombinante.

Na natureza a produgao de IFN-gama & induzida nos
linfdécitos T através de antigénios estrangeiros a que as células
7 sdo sensiveis. Sob determinédas condicdes, os linfécitos
assassinos naturais (AN) também podem produzir IFN-gama. A
produgao recombinante de IFN-gama fol relatada pela primeira vez
por Gray, Goeddel e colaboradores [Gray e outros, Nature, 1982,
295, 503-508] e constitui o sujeito das patentes dos E.U.A. n¢?
4 929 544, n? 4 727 138 e n?2 4 925 793. O IFN-gama recombinante
de Gray e Goeddel, tal como foi produzido em E. coli, era consti-
tuido por 146 aminoacidos, comegando.a porgéo com o terminal N da
molécula com a sequéncia CisTirCis. Descobriu-se posteriormente
que o IFN-gama nativo (isto &, resultante da inducdo através de
mitogénios dos 1linfdécitos sanguineos periféricos humanos e da
subsequente purificagdo) & um polipeptideo destituido do terminal

N CisTirCis atribuido por Gray e outros, op.cit..
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Os interferons animais ndo humanos, incluindo o inter-
feron-gama, sao revelados, por exemplo, na patente europeia n@?

88 622 publicada em 14 de Setembro de 1983.

Os termos '"gama 1interferon', "interferon-gama" ou
"IFN-gama" abrangem formas diversamente glicosiladas e outras
variantes e derivados destes interferons, quer conhecidas dos
técnicos especializados gquer apenas futuramente disponiveis. Sio
exemplos destas variantes os aleles, e os produtos da mutagénese
direccionada para locais em gue os residuos sdo eliminados,
inseridos e/ou substituidos (ver por exemplo o pedido de patente

n2 146 334 publicado em 26 de Junho de 1985).

A actividade antiviral dos interferons, e em particular
do IFN-gama, fol demonstrada no que diz respeito a um grande

nimero de virus, em numerosos modelos in vitro e in vivo.

Neumann-Haefelin e outros, Med. Microbio. Immunol.,

1985, 174, 81, descobriram gue o IFN-gama recombinante humano
(rHulFN-gama) evitava a queratite provocada pelo Herpes sinplex

(HS) nos macacos verdes africanos.

Van der Meide e outros, Antiviral Reserch, Suppl. 1,

1985, 199, compararam os efeitos antivirais in vivo dos IFNs-cq,
- e -gama sobre a infecgdo com o virus vaccinia em macacus
Rhesus. A infecgédo fol monitorizada por observacido das lesbdes
cutdneas (aspecto e didmetro dos pédpulos e das pﬁétulas). Os
resultados revelaram uma significativa reducdo na severidade da
lésdo "nos " grupos tratados  intramuscularmente com HuIFN-gama

natural ou recombinante.

A actividade antiviral in vivo do IFN-gama murino

recombinante (rMulFN-gama) foi avaliada, por exemplo, por Shalaby
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e outros, J. Interferon research, 1985, 5, 339, nurm modelo murino

de infeccdo pelo virus da encefalomiocardite (EMC). Os resultados
demonstraram a capacidade do rMulFN-gama para proteger ratinhos
contra a infecg@o pelo virus da EMC. Resultados semelhantes foram

obtidos por I. S. Sim e R. L. Cerruti, Antiviral Res., 1987, 8,

209.

O tratamento com o rMulFN-gama antes da infecg¢do por
citomegalovirus (MCMV) foi descrito como significativamente
redutor da mortalidade num modelo murino [Fennie e outros,

Antiviral Res., 1988, 10, 27].

Outros estudos examinaram a eficdcia dos diversos
imunomoduladores, incluindo o rMulFN-gama, em modelos murinos de
infecgcdo experimental com o virus Herpes simplex do tipo 2
(VHS-2), o virus banzi flavi, o virus da encefalite equina

venezuelana (EEV) e o virus bunya caraparu [Pinto e outros,

Intern. J. Immunopharmacol., 1988, 10, 197.

A eficacia do IFN-gama recombinante do rato (rRatIFN-
-gama) contra a infecgdo provocada pelo virus da pseudo-raiva
(VPR) em ratos imunologicameﬁte debilitados e imunossuprimidos
foi demonstrada por Schijns e outros, J. gen. Virol., 1988, 69,
1979.

Apesar do. mecanismo através do qual os interferons
desencadeiam as suas acg¢des antivirais ndo ser completamente
compreendido, sabe-se que em vez de desactivarem directamente os
"virus eles actuam indirectamente através de células sensiveis aos
virus. A ampla gama antiviral de interferons, incluindo o IFN-ga-
ma, parece ser devida & sua capacidade para modular maltiplas
vias bioquimicas gque tém efeitos antivirais diferentes e actuam

sobre diferentes por¢6es dos ciclos de replicagdo virais [Pestka



e outros, Ann. Rev. Biochem., 1987, 56, 727; C. E. samuel, Prog.

Nucl. Acid Res. Mol. Biecl., 1988, 35, 27; H. jacobsen, Arzneim.

Forsch. Drug res., 1986, 36, 512.

Numerosos estudos demonstraram a capacidade dos inter-
ferons para controlar, e em particular evitar, infecg¢des bacte-

rianas.

O rMuIFN-gama e o rRatIFN-gama foram testados e consi-
derados eficazes em diversos modelos simulados de infecgdes
bacterianas de feridas, incluindo modelos cirurgicamente estimu-
lados e infecgdes em feridas resultantes de gueimaduras [Hershman

e outros, Microbial Pathogenesis, 1988, 4, 165; Hershman e

cutros, J. Interferon Res., 1988, 8, 367]. A utilizacao do

IFN-garma no tratamento da sepsia assoclada a traumas & descrita
por M. J. Herman e outros, Infection and Immunityv, 1988, 56,
2412.

O IFN-gama revelou ser eficaz, por exemplo, na profila-
xia e no tratamento das infecgdes provocadas por Klebsiella

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphilococcus aureus,

Chlamydia trachomatis, Mycobacterium itracellulare, Mycobacterium

tuberculosis, Francisella tularensis, Salmonella tvphimurium e

Lysteria monocytogenes em diversos modelos in vitro e in vivo

dessas infeccgdes.

Apesar de nao estar ainda completamente esclarecido, o
mecanismo de acg¢do dos interferons, por exemplo do interferon-ga-
" 'ma, parece envolver a reduzida capacidade de penetracio das

células tratadas com interferon apresentada pelas bactérias.

As infecgdes parasiticas eficazmente controladas (isto

é, evitadas e/ou tratadas) com o IFN-gama incluem as infeccgdes



provocadas por Leshmania donovani [ver Murray e outros, J. Clin.

Invest. 1989, 83, 1253) e por Tosoplasma gondii [McCabe e outros,

J. Infect. Dis., 1984, 150, 961), e a maldria em diversos modelos

de infecgdes provocadas por Plasmodium.

Os dados obtidos in__vitro sugerem que as células
imunitédrias (macrdéfagos, neutrdéfilos, etc.) sdo activados median-

te a incubacdoc com IFN-gama para destruir fungos (C. albicans, H.

capsulatum, B. dermatitis, P. brasiliensis) através de mecanismos

tanto oxidativos como ndo oxidativos tdo eficazmente como outras
classes de agentes patogénicos microbianos [ver Brummer e outros,

J. Immunol. 1988, 140, 2786]. Shear e outros, J. Acguired Immune

Deficiency Syndromes, 1990, 3, 943, descreve a eficdcia do

IFN-gama na profilaxia e tratamento da pneumonia provocada por

Pneumocystis carinii (PCP) e induzida por esterdides em ratos.

Os recentes conhecimentos sobre os mecanismos de acgao
e a aplicagdo <clinica dos interferons, 1incluindo o IFN-gama, &

resumida por baron e outros em JAMA, 1991, 266, 1375.

E sabido gue o IFN-gama tem uma diminuta variedade de
hospedeiros devendo, consequentemente usar-se um IFN-gama homdlo-
go em relagdo ao do animal a ser tratado. Na terapia humana,
utilizam-se de preferéncia a variante desCisTirCis com a sequén-
cla indicada, por exemplo, na patente dos E:U:A. ne 4 717 138 e
no seu complemento patente europeia n? 77 670 (publicada em 27 de
Abril de 1983), e, facultativamente, a variante com o terminal C
truncado em que os Gltimos 4 residuos sdo eliminados no decurso

do processamento pdés-translacional.

A "interleucina-2" ou "IL-2" (originalmente dasignada ’
factor de crescimento das células T) fol descrita pela primeira

vez por D. A. Morgan e outros, Science, 1976, 193, 1007. A



produgdo de IL-2 mediante a preparagao de culturas de 1linfécitos
sanguineos periféricos humanos (LSP) encontra-se descrita, por
exemplo, na patente nos E.U.A. n? 4 401 756. A produgdo recombi-
nante de IL-2 & descrita, por exemplo, por Taniguchi e outros em
Nature, 1983, 3

1983, 11, 4307. Os termos "interleucina-2" ou "IL-2" designan

2, 305 e por Devos e outros em Nucleic Acid Res.,

diversamente todas as formas de IL-2 conhecidas como biologica-
mente activas em testes aceites com IL-2 incluindo aleles e
variantes obtidas por substituig¢do, insergdo ou eliminag¢do de um
‘ou mais amino&cidos na seguéncia de aminodcidos original, por
exemplo do modo descrito na patente nos E.U.A. n? 4 518 584. A
actividade antimicrobiana da IL-2 encontra-se descrita, por
exemplo, nos pedidos de patente PCT n2 WO 85/05124 (publicado en
21 de Novembro de 1985) e n? W0/03948 (publicado em 12 de Setem-
bro de 19835) e EP n2 147 819 (publicado em 10 de Julho de 1985),
EP n2 118 617 (publicado em 19 de Setembro de 1984), EP no
.118 977 (publicado em 19 de Setembro de 1984), EP n2 132 754
(publicado em 13 de Fevereiro de 1985), EP n? 94 317 (publicado
em 16 de Novembro de 1983) e nas patentes nos E.U.A. n? 4 407 945
e n?2 4 473 642.

O "factor-a de necrose dos tumores" ou "FNT-a" foi

descrito pela primeira vez por Carswell e outros em Proc. Natl.

Acad. Sci. U.S.A., 1975, 72, 3666. A producaoc de FNT-a mediante a

tecnologia do ADN recombinente fol descrita por Pennica e outros
em Nature, 1984, 312, 724, e, por exemplo, no EP ne 168 214
(publicado em 15 de Janeiro de 1986).

77770 tratamento dds ‘infecgdes bacteérianas em ' hospedeiros
mamiferos com linfoquinas e, especificamente, com o FNT-a isolado
ou em combinagdo com a IL-2 ou com o IFN-gama encontra-se descri-

to na patente nos E.U.A. n?2 4 879 111.
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0 termo "imunossuprimido" quando aplicado a um pacilente
designa um hospedeiro com defesas debilitadas em risco de mani-
festar infeccdes oportunistas. Em pacientes submetidos a trans-
plantes, a lmunossupressao é o resultado de uma terapia imunossu-
pressora gue é 1inevitavel para que a transplantag¢do tenha suces-

SO.

Os termos ''transplantag¢do'" e "transplante" s&do aquil
usadas no seu sentido mais abrangente e aplicam-se a trasplanta-
cdes e transplantes de 6rgdos sb6lidos e nao sdlidos e de tecidos,
tais como o figado, o cocragdo, os rins e transplantacdes/trans-

plantes de medula o6ssea heterdloga ou homdloga.

O termo "terapia imunossupressora" é utilizado no seu
sentido mais abrangente podendo envolver a administracdo de
medicamentos imunossupressores "também abreviados para imunossu-
pressores"), tals como ciclosporinas, corticoesterdides, imunos-
supressores citotdxlcos, globulinas antilinfécito, mas englobando
igualmente a irradiacdo e a quimioterapia associada. A terapia
imunossupressora particular utilizada depende da natureza do

transplante.

A terapia imunossupressora tipica utilizada para evitar
a rejeigdo dos o6rgdos sdlidos transplantados em sujeitos recep-
tores incluil a utilizagdo de ciclosporinas, corticoesterdides e
cutros agentes imunossupressores tals como a azatioprina, a
ciclofosfamida e o metotrexato. Os sujeitos receptores de trans-
plantes de medula 6ssea sdo em geral submetidos a uma irradiacgédo

‘extansiva e a quimioterapia antes da transplantacéao.

Os corticoesterdides tais como a prednisona e a dexame-
tasona sdo conhecidos por terem os efeitos imunossupressores mais

globais, sendo capazes de alterar quase todos os aspectos do



sistema de defesa do hospedeiro. Debilitam a mobilizagdo, a
aderéncia, a fagocitose e a actividade de neutrdéfilos, monécitos
e macrdéfagos, reduzem a actividade dos linfdécitos T e B, diminuem
a producdo de interferons e de outras citoquinas e alteram a
flora gastrointestinal. O seu efeito mals pronunciado é sobre as
reaccdes dos leucdcitos. O tratamento com esterdides aumenta
grandemente a susceptibilidade do paciente em relagdo a diversas
infecgdes bacterianas, virais, fingicas ou parasiticas e activa
infeccdes enddégenas latentes. De acordo com a pratica clinica,
doses elevadas de esterdides sdo geralmente bem toleradas até
cerca de trés semanas, altura em gue aumenta substancialmente a
incidéncia de diversas infecgdes, podendo freguentemente fazer

perigar a vida do paciente.

Os agentes imunossupressores, freguentemente usados em
combinagdo com corticoesterdides tais como ciclofosfamida,
azatioprina e metotrexato, também sdo conhecidos por produzifem
defeitos nas defesas do hospedeiro e aumentarem o risco de

complicagdes infecciosas.

As '"ciclosporinas'" sd3o um grupo de metabolitos biologi-

camente activos produzidos por Tolypocladium inflatum gams e por

outros fungos imperfeitos. As principais componentes, ciclospori-
nas A e C, sdao oligopeptideos ciclicos ndao polares dotados de
propriedades imunossupressoras. Em particular, a Ciclosporina A
(CsA) & amplamente usada na pratica clinica como imunossupressor

As ciclosporinas sintéticas andlogas, tais como a Ciclosporina G

(CsG) [Sandoz, 1Inc.; ver McKeena e outros Transplantation
{U.S.A.), 1989, 47, 343-348), a (Mvasup 2)-CS e a (Valsup 2)DH-CS
[Hiestand e outros, Immunology, 1985, 55, 249-255]) também sido

conhecidas. 0O termo "ciclosporina" tal como é& usado no ambito das
presentes memdria descritiva e reivindicag¢des inclui todas as

ciclosporinas naturais e os seus andlogos sintéticos e derivados,
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guer ja conhecidos dos técnicos especilalizados quer futuramente
preparados, desde gue gue possuas propriedades imunossupressoras
semelhantes, no tipo, as da Ciclosporina A. As ciclosporinas séao
vantajosas por serem mals especificas, na sua acgdo, gque oOs
corticoesterdides. A sua actividade parece ser especificamente
dirigida contra a subpopulacdo de linfécitos auxiliares/indutores
de linfécitos T sem qualquer efeito directo sobre o funcionamento
de células B, mondcitos, macrdfagos, neutrdfilos e células

assassinas naturais (AN).

A terapla com radiagdes (tal como com medicamentos
citotdéxicos) é a mais eficaz no que diz respeito a supressao do
desenvolvimento de uma nova reacc¢do imunitaria. Apesar de, nos
casos em gque o tratamento & cuidadosamente administrado, seren
relativamente raras as infecgdes directamente tributdveis a
terapia com radiacdes, a irradiag¢do total do corpo resulta

frequentemente em granulocitopenia.

De acordo com a experiéncia clinica, os efeitos cumula-
tivos de diversos terapias/agentes imunossupressores pode exceder

grandemente os efeitos de cada tratamento isolado.

Un protocolo profildtico (pré operatdrio e de manuten-
Gao) imunossupressorvusado em pacientes sbmetidos a tfansplantes
renais (e, com algumas modificacgdes, cardiacos) inclui a adminis-
tracdo de Ciclosporina A, de aztioprina e de costicoesterdides.
De acordo com um protocolo representativo, a Ciclosporina A &
administrada oralmente numa dose pré-operatdéria de 12 mg/kg
enquanto que a dose pds-operatéria inicial é de 8 mg/kg/dia,
sendo ajustada em fun¢do do nivel sanguineo. Seguindo o mesmo
protocolo, a azatioprina é administrada intravenosamente numa
dose pré-operatdria de 3 mg/kg e numa dose pds-operatdria de 1,5

mg/kg/dia, dose essa gque serd diminuida se a contagem dos



glébulos brancos (CGB) diminuir para valores inferiores a 3000. A
dose diadria de esterdides é de 2 mg/kg/dia nos dias 0, 1 e 2,
sendo gradualmente diminuida para cerca de 0,15 mg/kg/dia, valor

que é tipicamente atingido no dia 120.

Em algumas situagdes é administrada ao paciente,
imediatamente apds a transplantacgao, uma preparagdo anti-linfdci-
to (por exemplo anti-CD3 [OKT3], anto-CD4 (4}, anti-cD8, anti-
-CD1lla, 11b ou 1llc, anti-CD18, anti-globulina de 1linfécito,
anti-receptor de IL-2). Isto permite a interrupcido da administra-
¢do de ciclosporina e, segundo alguns especialistas, pode induzir
uma toleré&ncia parcial do 6rgdo ou tecido transplantado. O risco
de infeccdo, em particular dos sindromas linfoproliferativos
associados ao Citomegaloviris (CMV) e ao virus de Epstein-Barr

(E-B), & muito elevado nesta situacgéo.

Quando a rejeicdo do ©6érgd@o ou tecido trasplantado &
diagnosticada através de uma bidpsia, impressdo clinica ou de
qualquer outro método de diagndstico conhecidos dos . técnicos
especializados, a terapia anti-rejei¢do é iniciada. Pode incluir
a administragdo de doses elevadas de esterdides, a terapia
anti-linfécito ou a combinagdo das duas. Por exemplo, os sujeitos
receptores de transplantes renais sdo tipicamente tratados com
uma dose intravenosa de 500 mg/kg/dia de Solumédrol (sal de sédio
de 21l-succinato de metilprednisoclona, Upjohn) durante quatro dias
subsequentes ao diagndstico de ligeira rejeigdo. Se a rejeigdo
for moderada ou severa, poderd administrar-se, por exemplo, um
anticorpo monoclonal murino anti-CD3 [OKT3] (Ortoclone) numa dose

intravenosa de 5 mg/dia durante cerca de 10 a 14 dias.

Deve entender-se que apesar de os protocolos profildti-
cos e anti-rejeigdo atrés delineados serem tipicos de muitos

centros de transplantacao, o tratamento pode variar



consideravelmente enm funcdo da filosofia programatica, do tipo de
drgdo transplantado ou do estado do paciente. por exemplo, a dose
de manutengcdo de ciclosporina pode variar entre cerca de 1 e
cerca de 20 mg/kg/dia. As doses requeridas para os transplantes
do figado e do coragao sd3o en geral superiores &s requeridas para
os transplantes de rins e de medula 6ssea. A utilizagdo de
linfoquinas, em particular do IFN-gama, na profilaxia ou trata-
mento de infec¢des microbianas em pacientes submetidos a trans-
plantes & estudada em conjunto com quaisquer protocolos profila-
ticos ou de anti-rejeigdo usados na pratica clinica. nos pacien-
tes submetidos a transplantes gue ndo recebem um tratamento
profilatico anti-linfécito e a quem sdo administradas ciclospori-
na e doses elevadas de esterdides, a administrag¢do de linfoguina
(IFN-gama) deverd ser tipicamente iniciada no momento da trans-
plantagcdo e deverd ser tipicamente mantida durante os cerca de 40
dias subsequentes. Nos pacientes submetidos a uma terapia profi-
latica antilinfdécito a administragdo de linfoquinas (por exemplo
{FN-gama) pode ser tipicamente iniciada no momento da transplan-
tagao e continuada durante os cerca de 7 a cerca de 21 dias apods
a conclusdo da terapia anti-linfécito. Quando a monitorizacdo do
paciente sugerir gue estd a ocorrer uma rejeigdo, a administracao
de linfoquina (IFN-gama) pode ser iniciada em paralelo com a
terapia imunossupressora convencional (por exemplo doses elevadas
de esterdides) e deverd ser mantida durante pelo menos duas
semanas a fim de evitar as infecc¢des associadas a uma debilitada

reacgdo imunitaria.

As linfoquinas, tais como o IFN-gama e a IL-2, bem como
‘om’ imunossupressores, tais como as ciclosporinas, sdo geralmente
administrados sob a forma de composicdes farmacéuticas contendo
uma guantidade eficaz do ingrediente activo em mistura com um
velculo farmaceuticamente aceitdvel adequado e, facultativamente,

outros aditivos farmaceuticamente aceitdveis.



O termo ‘'composigdo farmacéutica'" diz respeito a
preparagdes que se encontram sob uma forma que permita que a
actividade bioldgica do ingrediente activo seja inequivocamente
eficaz e que ndo contenham componentes adicionais que sejanm
téxicos para os sujeitos a quem a composicdo deva ser administra-
da. Estas composigdes farmacéuticas podem ser preparadas e
formuladas para efeitos de dosagem mediante métdédos conhecidos
dos técnicos especializados (ver, por exemplo Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, 152 edicéio,

Easton, Pensilvania, E.U.A., 1975.

Os excipientes (veiculos, aditivos) "farmaceuticamente
aceitdveis" sdo aqueles que podem ser razoavelmente administrados
a um sujeito mamifero a fim de administrar-lhe uma dose eficaz do
ingrediente activo utilizado. os veiculos tipicos incluem as
soligdes salina, de dextrose, de Ringer, etc., podendo igualmente

usar-se velculos nao aquosos.

As linfoquinas podem ser administradas a um sujeito
mamifero, tal como um ser humano, por gqualquer uma das vias
aceites de administracdo destes agentes, incluindo as vias
subcutanea e parentérica. S3o exemplos de vias de administracio
parentérica as vias intravenosa, intrapulmonar, intra-arterial,
intramuscular e intraperitoneal. A via real de administracao
dependerd de um determinado nimero de consideracdes, incluindo a
natureza da infecgdo a ser tratada, caso a administragdo seja
iniciada apés o desencadear da infecgdo. Em geral prefere-se - a
administracgdo subcutdnea ou intravenosa mas no caso do tratamento
de infecgdes pulmonares (P. carinii) pode ser mais adequada a

administragdo por via intrapulmonar.

No caso da administragdo se efectuar por via parentéri-

ca as linfoquinas s&o em geral formuladas sob a forma de unidades
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de dosagen injectavels (por exemplo solugdes, suspensdes, emul-

soes) .

A formulagdo do IFN-gama & preferencialmente liguida
sendo em geral constituida por uma solugdo de dextrose ou de sal
fisioldgico em conjunto com estabilizantes e/ou excipientes
convencionais. As composigdes contendo IFN-gama também podem ser
fornecidas sob a forma de pds liofilizados. Uma formulagdo tipica
pode conter IFN-gama (20 X 1O6 U) a 1,0 ou 0,2 mg/ml, 0,27 mng/ml
de acido succinico e hexahidrato de succinato dissédico 0,73
ml/injecgdo com pH 5,0. as formulagdes liquidas preferidas
contendo IFN-gama ndo liofilizado encontram-se descritas em PCT
ne W089/4177, publicado em 18 de Maio de l989< Estas formulacgodes
ligquidas tém um pH compreendido entre 4,0 e 6,0 e contém unm
agente estabilizante e um detergente ndo idnico. No caso da
administragdo intrapulmonar o IFN-gama & tipicamente administrado
sob a forma de uma dispersdo contendo uma sua quantidade terapeu-
ticamente eficaz. A dispersdo é de preferéncia uma formulagdo do
tipo aerosol em gque mais de 15% das particulas tem dimensdes
compreendidas entre cerca de 0,5  um e cerca de 4 um (ver EP ne
257 956 publicado em 3 de Fevereiro de 1988).

O IFN-gama €& administrado, de preferéncia e de acordo
com o presente invento, subcutaneamente em doses compreendidas
entre cerca de 0,01 e cerca de d,l mg/mz/dia durante o tempo
necessario para tratar a infeccdo. A frequéncia da administracédo
varia em fungdo da natureza da infeccdo e do estado do paciente,
estando preferencialmente compreendida entre a diadria e a que se

realiza uma vez por semana.

As composigdes farmacéuticas contendo IL-2 préprias
para serem reconstitulidas num veiculo aquoso farmaceuticamente -

aceitdvel sdo descritas no pedido de patente PCT ne WO 85/04328.
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Num sentido farmacoldégico, no contexto do presente
invento, a expressdo "quantidade eficaz" de uma linfoquina, tal
como IFN-gama e/ou IL-2, designa uma guantidade que seja eficaz
no controlo de infecgdes microbilanas. Neste contexto, o termo
"controlo" abrange tanto a profilaxia como o tratamento destas
infecgdes. em conformidade, o IFN-gama pode ser administrado
profilaticamente (isto &, antes do aparecimento da infecgdo) ou
terapeuticamente (isto &, apdés o aparecimento da infecgdo), sendo

preferida a administragdo a titulo profilatico.

A determinagd3o das doses exactas em funcdo do estado do
paciente e da frequéncia de administracao desejavel estdo ao
alcance do técnico espécializado. As doses 1imunologicamente
eficazes podem ser geralmente determinadas para cada administra-
¢ado particular de acordo com o procedimento descrito por Maluish
e outros em J. Clin. Oncol., 1988, 6, 434-435.

A expressdo "infecgdo microbiana" e as suas variantes
gramaticais sdo usadas para designar quaisquer infecgdes que
ocorram em pacientes submetidos a transplantes e possam ser
controladas mediante um tratamento com linfoquinas, por exemplo
IFN-gama ou IL-2. estas infec¢des microbianas sio principalmente
as infecgdes oportunistas resultantes de uma deficiente imunidade
dos sujeitos receptores dos transplantes que é consequéncia de um
tratamento com imunossupressores, sendo também comum em outros
héspedes imunocomprometidos tais como os pacientes com SIDA
(Gottlieb e outros, Ann. Intern. Med., 1983, 99, 208; P. Periti e

T. mazzei, Clinical therapeutics, 1985, 8, 100. O©Os agentes

‘patogénicos oportunistas que ' freguentemente causam complicacdes
infecciosas em pacientes imunocomprometidos s&o bactérias tais

como Staphylococcus aureus, Streptococci, Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influenzae,

Legionella pneumophila, a espécie Salmonella, Aeromonas
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hydrophila, vibrios marinhos (halofilicos), a espécie Nocardia,

Mycobacterium tuberculosis, fungos tais como a espécie Candida, a

espécie Torulopsis, a espécie Aspergillus, zlgomicetes,

Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, virus tais como

Herpes simplex, virus zoster da varicela, Citomegalovirus (CMV),
virus de Epstein-Barr (E-B), virus da hepatite B, parasitas tais

como Toxoplasma gondii, Strongiloides stercoralis, Pneumocystis

carinii (este ultimo organismo sendo igualmente considerado um
fungo) ([P. Periti e T. Mazzei, "Infections in Immunocompromised
Patients" (Infecgbes em pacientes imunocomprometidos), Clin.
Ther., 1985, 8, 100-117, e M. Ho, "Human cytomegalovirus
infections in imunosupressed patients" (Infec¢des citomegalovi-
rais humanas em pacientes imunossuprimidos), Cytomegalovirus:
Biology and Infection (Citomegalovirus: biologia e infeccido),
171-204, Plenum Press, Nova Iorque, 1982]. Uma aparicdo clinica
corrente destas infecgdes & a ocorréncia de pneumonia causada por

Pneumocystis (P.) carinii ou pela espécie Legionella; contudo,

outras infecgdes usuais de origem bacteriana (espécie Salmonella,

Lysteria monocvtogenes, micobacteriana, fingica ou protozdica,

atras apresentadas ou de outro modo conhecidas, também podem ser
evitadas ou tratadas com o IFN-gama de acordo com o presente

invento.

As potencialidades do IFN-gama no tratamento de infec-
¢oes microbianas em sujeitos receptores de transplantes imunocom-
prometidos s&do suportadas por relatdrios gque descrevem, além do
seu profundo efeito sobre as reaccgdes imunitdrias, como o IFN-ga-

ma aumenta a fagocitose, a capacidade oxidativa, a gquimiotaxia e

~a capacidade microbiana dos monécitos e macréfagos in vitro em

pacientes com SIDA [Murray e outros, N. Engl. J. Med. 1984, 310,
8837].




e - 24 -
-—

Algumas das infecg¢des microbianas atrds citadas e
outras ainda estdo também directamente associadas com o trauma-
tismo cirurgico da transplantagdo. Estas infeccdes associadas a

traumas incluem tipicamente infecgdes bacterianas causadas por

bactérias gram-positivas tais como Staphvlococcus aureus,

Streptococcus faecalis, Pneumococci, Enterococci an-hemoliticos,

a espécle Sarcina e Streptococci hemoliticos e bactérias Gram-

-negativas tais como Escherichia coli, a espécie Pseudomonas, a
espécie Klebsiella, a espécie Proteus, Enterobacter cloacae,

bactérias coliformes, a espécie Serratia, a espécie Citrobacter e

a espécie Providencia [Allgower e outros, Surg. Clin. Am., 1980,

60, 133-144).

As linfoquinas, e especificamente o IFN-gama, podem ser
co-administrados quer umas com as outras quer com outros agentes
antimicrobianos e terapéuticos usados no tratamento de pacientes
submetidos a transplantes. A co-administracdo inclui as adminis-
tragdes simultdnea ou sucessiva. Os agentes antimicrobianos
administraveis por via oral que preservam, apesar da supressio da
flora aerdbica, a resisténcia & colonizagido incluem, por exemplo,
o co-trimoxazole, o acido nalidixinico, o &acido oxolinico, o
dcido pipemidico, a framicetina, a polimixina B, a colistina, a
niastatina, a anfotericina B, o clotrimazole, o miconazole, o
cetoconazole. A profilaxia com co-trimoxazole, por exemplo,
tornou-se o procedimento padrao com pacientes em elevado risco de

contralr pneumonia provocada por P. carinii [Russe e outros, J.

Antimicrob. Chemother., 1981, 8, 87]. Os agentes antimicrobianos

administraveis por via oral gque diminuem a resisténcia & coloni-
zagdo incluem, por exemplo, os antibiéticos de aminoglicosidase,
por exemplo neomicina, paromomicina, canamicina, becanamicina,
ribostamicina, dibecacina, tobramicina, amicacina, gentamicina,
sisomicina, netilmicina, bacitracina, vancomicina. Os antibidéti-

cos de aminoglicosidase s&o geralmente administrados com um



antibidtico de beta-lactam (penicilina e/ou cefalosporina). Os
antibidticos de penicilina - incluem penicilina, carbenicilina,
ampicilina, amoxacilina, meticilina, oxacilina, cloxacilina,
dicloxacilina, nafcilina, tienamicina, piperacilina, azlocilina,
mezlocilina, etc. Os antibidéticos de cefalosporinas incluem, por
exenplo, cefalexina, cefradina, cefaclor, cefadroxil, cefatrizi-
na, cefaparole, cefroxadina, cefalotina, cefaloridina, cefalozi-
na, cefonicid, cafametazole, etc. A terapia antimicrobiana de
acordo com o presente invento pode ser combinada com a adminis-
tragcao de qualquer um daqueles agentes antimicrobianos conhecidos
e de outras terapéuticas tradicionalmente usadas no tratamento de
pacientes submetidos a transplantesﬂ Para mals pormenores ver P.
Periti e T. mazzei, op. cit. e Cushing, Surg. Clin. N. Am., 1977,
57, 165.

Outros pormenores do presente invento serdo ilustrados

nos seguintes Exemplos ndo limitativos do seu ambito.

EXEMPLO 1

Administracdo de IFN-gama a suijeitos receptores de transplantes

cardiacos

I. Materiais e métodos

Ratos Ratos da estirpe Lewis e da estirpe AC (200-250
g) obtidos de Charles River Laboratories, Portage, MI, E.U.A.

Procedimento de transplantacdo Todos os ratos foram

anestesiados com solucdo sddica de fenobarbital a 10%. Os ratos
da estirpe Lewis receberam 1 mg de gentamicina por via intramus-
cular. Os ratos da estirpe AC receberam 100 unidades de heparina

por via intravenosa. O coragdo dos ratos AC foi removido, lavado,
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através da aorta, com solugdo salina a 4°C e colocados numa
solugdo salina gelada. A transplantagdo heterotdpica dos coracdes
dos ratos AC para os abddémens dos ratos Lewis fol realizada de

acordo com a técnica de Ono e Lindsey [J. Thorac. Cardio. Surg.,

1969, 57, 15}. Utilizaram-se procedimentos convencionais de
recuperagdo e os amimais foram examinados diariamente guanto a
batimento cardiaco palpdvel. A rejeigdo foi considerada completa-
da no Gltimo dia em gue o batimento cardiaco era palpavel. Os
animais foram sacrificados no dia subsequente ao da rejeicdo ou,
no caso de ndo haver rejeigdo, 20 ou 45 dias apds a transplanta-
¢do. As secglbes transversais da porcgdo média das cadmaras ventri-
culares direita e esquerda foram tingidas com hematoxilina e com
eosina. As lamelas foram examinadas e classificadas de acordo com
uma tabela de rejeigdo histoldgica de 0 a 10 usando a escala de
rejeigdo do Texas Heart Institute [McAllister e outros, texas

heart Institute, 1986, 13, 1) por um patologista experimentado na

avaliagdo de rejeigdes de transplantes cardiacos e completamente

ignorante do protocolo experimental.

Tratamento com ciclosporina Todos os ratos submetidos a

transplantes receberam doses de 20 mg/kg/dia no dia da transplan-
tagdo bem como 1 e 2 dias apds a transplantacdo. Esta dose
controla a rejeigdo sendo os coragdes transplantados rejeitados
45 dias apds o transplante [Hershman e outros, Infec. Immun.,
1988, 56, 2412; D. P. clifford e J. E. Repine, Methods Enzimol.,
1984, 105, 393]. Alguns dos ratos submetidos a transplantes

receberam um tratamento de "manutengdo" adicional de ciclospori-
ra, oral e compulsivo, de 8 mg/kg/dia iniciado no terceiro dia

apds & transplantagdo e prosseguido durante toda ‘a” experiéncia.

Tratamento com IFN-gama Adguiriu-se IFN-gama de rato

recombinate a Amgen Biologicals, Thousand Oaks, CA, E.U.A. com

uma actividade especifica de 4 x 108 unidades/mg de proteina. O
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IFN-gama fol administrado aos ratos do modo descrito para cada

experiéncia individual.

Medicao da_ eclosido oxidativa Os neutréfilos foran

separados do sangue completo dos ratos mediante centrifugag¢do de
densidade usando um neio de isolamento 1119 (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, E.U.A.). O F-Met Leu-Fe (FMLF) foi usado
para desencadear a eclosdo oxidativa e a produgdo de superdxido
foi medida por métodos fluorométricos [lifford e outros, Methods
Enzimol., 1984, 105, 393].

Andlise estatistica Nos casos em que as dimensdes das

amostras dos dois grupos eram iguais aplicou-se o teste t de
Student para analisar os dados. Nos casos em que as dimensdes das
amostras eram diferentes usou-se a estatistica £ de Behrens-

-Fisher com a correcgdo df de Welsh para analisar os dados.

Todas as experiéncias foram efectuadas em conformidade
com os "principios de Cuidados Animais Laboratoriais" formulados
pela National Society for Medical Research (E.U.A.). Todos os
animais foram alojados em instalag¢des AAALAC sob directivas NIH e

sob a supervisdo directa de um veterinario.

ITI. Efeito do IFN sobre a rejeicdo de coracdes transplantados

Ratos receptores da estirpe Lewis receberanm 20
mg/kg/dia de cilosporina no dia do transplante e nos dois dias
que se seguiram ao transplante. O coracido de um rato da estirpe
" AC foi transSplantado para o abdémen de cada rato receptor. Os
ratos do grupo de controlo ndo receberam gqualquer tratamento
adicional. Sabe-se que a dose de 20 mg/kg/dia de ciclosporina,

administrada do modo indicado, controla a rejeigdo de modo que os
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coracgOes sao rejeiltados 45 dias apdés a transplantagidc. [Hershman

e outros, op. cit.].

Os ratcs experimentais receberam cada um 759 unidades
de IFN-gama por dia, administrados por via intramuscular, no dia
da transplantagdo e nos 3 ‘dias subsequentes. O0Os resultados
apresentados no Quadro 1 mostram gue os ratos tratados com

IFN-gama tinham uma rejeigdo mais acelerada que os controlos.

Quadro 1

Efeito do tratamento com IFN-gama sobre a retencdo de coragoes

tranplantados em ratos

Tratamento N Nede Dias Médio até Reijeicio P
Controlo 10 44,7 ' -

750 U IFN-gama 5 11,0 <0, 05

(Num terceiro grupo a transplantagdo foi realizada para um rato
receptor da estirpe Lewis que nao tinha recebido ciclosporina e a
que se administrou IFN-gama tal como atras. Esta grupo nao pode

ser avaliado devido a rejeigdo prematura.)

III. Efeito de doses de manutencdo de ciclosporina sobre rejei-

cbes intensificadas de coracdes transplantados mediadas pelo

IFN-gama

A. Efeito de doses de manutengdo de ciclosporina sobre rejei-

¢oes ‘de coragdes transplantados

Cada rato receptor da estirpe Lewis recebeu 20
mg/Kg/dia de ciclosporina no dia da transplantacdo bem como em um

ou dois dias apdés a transplantacdo. Os ratos receberam doses
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adicionais "de manutengdo" de 8 nmg/kg/dia de ciclosporina no
terceiro dia apds a transplantacdo que e em todos os dias subse-
quentes até ao fim da experiéncia. Sacrificaram-se grupos de
ratos 20 dias e 45 dias apds a transplantacdo. N3o se observou
gualquer diferenca na classificagdo da rejeigdo média histolégica
20 e 45 dias apds a transplantagdo, tal como se indica no OQuadro
2.

Quadro 2

EZfeito da ciclosporina 'de manutencdo sobre a rejeicdao de cora-

¢Oes transplantados

Momento do Sacrificio N Grau de Reideicdo Média P
20 dias pés-transpl. 10 1,0 -
45 dias pés-transpl. 10 1,2 ' NS

NS= ndo significativo

B. Efeito do tratamento de manutengéo de ciclosporina sobre a
rejeigdo intensificada pelo IFN-gama de coracdes transplan-

tados

Todos os ratos receberam 20 mg/kg/dia de ciclosporina
no dia da transplantacio e durante os dois dias subsequentes. Os
ratos também receberam doses '"de manutencdo" de 8 mg/kg/dia de
ciclosporina no terceiro dia apds a transplantagdo e nos dias
subsequentes até ao do sacrificio. Os ratos experimentais foram
tratados quer com 750 unidades/dia quer com 7500 unidades/dia,
pela via intramuscular, no dia da transplantacdo e nos trés dias
subsequentes. Os corag¢des transplantados ndo foram completamente
rejeitados (paragem cardiaca) no decurso de toda a experiéncia,

isto &, os corag¢des ndo foram rejeitados durante os 45 dias gue
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5e seguiram ao transplante. Os graus de rejeicdo médios sb
aumentaram significativamente com as doses de 750 unidades de
IFN-gama apds 20 dias, ndo se observando contudo uma diferenca

significativa 45 dias apds a transplantagdo (Quadro 3).

Quadro 3

Efeito do tratamento "de manutencdo" de ciclosporina sobre a

rejeigdo intensificada pelo IFN-gama de coragdes transplantados

Tratamento GRM (20 d.) N P GRM (5 d.) N P
nenhum 1,0 10 - 1,2 10 -
750 U IFN-gama 3,0 10 <0,05 1,5 5 NS
7500 U IFN-gam. 2,9 5 NS 2,2 4 NS

GRM = grau de rejeigdo médio, usando o método de classificacido de
bidpsias endomiocdrdicas do Texas Heart Institute. 1-3: fraca;
4-6: moderada e 7-10: grave [ver McAllister e outros, A systen
for grading cardiac allograft rejection, Texas Heart Institute

J., 1986, 13, 1).

NS = nao significativo

IVv. Efeito do tratamento "de manutencdo" com ciclosporina sobre

a eclosdao oxidadtiva em neutréfilos induzida por FMLP e

mediada pelo IFN-gama

Os ratos Lewis no regime "de manutengdo" de ciclospori-
na atras descrito receberam transplantes de coracdes de ratos AC.
Todos os ratos receberam 20 mg/kg/dia ciclosporina no dia do
transplante e nos dois dias subsequentes. Os ratos também recebe-
ram uma dose '"de manutengdo" de 8 mg/kg/dia de ciclosporina no

terceiro dia apds o trasnplante e nos dias subsequentes até ao do
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sacrificio dos animais que ocorreu 4 dias apés o transplante. Os
ratos receberam uma dose elevada de 75 000 unidades de IFn-gama
pela via intramuscular no dia do transplante e nos trés dias
subsequentes. Passados quatro dias os ratos foram sacrificados e
sangrados e os seus neutrdéfilos foram testados gquanto a uma
eclosdo oxidativa induzida por FMLP e mediada pelo IFN-gama.
Efectuaram-se duas experiéncias usando dois ratos em cada uma. Os
dados apresentados no Quadro 4 sugerem que a dose "de manutencdo"
de ciclosporina ndo inibiu a produgdo de superéxido, mediada pelo

IFN-gama, por parte dos neutréfilos.

Quadro 4
Efeito do tratamento "de manutengdo" de ciclosporina sobre a
eclosdo oxidativa induzida por FMLP em neutréfilos de animais que

receberam IFN-gama

Superdxido gerado (nm/lO6 células)

Tratamento N
Controlo 2 (em duplic.) 0,68
75 000 IFN-gam. 2 (em duplic.) 3,70

V. Discussio

No presente estudo, o tratamento com IFN-gama dos ratos
com um coragdao transplantado heterdlogo revelou aumentar a
velocidade de rejeigdo do coragdo. O tempoc decorrido até a

rejeigdo diminuiu de 44,7 dias para 11 dias. Isto sugere que

o]

tratamento com o IFN-gama de infecgdes durante a transplantacao
pode afectar dramaticamente o sucesso do transplante. A maior
rejeigdo pode ser devida a uma maior indugdo de antigénios de
histocompatibilidade, em particular da classe II de antigénios de
histocompatibilidade, por parte do tratamento com IFN-gama.

Contudo, uma vez gque o IFN-gama tem uma multiplicidade de



k——-*"
—

actividades imunoreguladoras, é possivel que o IFN-gama esteja a
afectar a rejeigdo através de outros mecanismos ainda indefinidos.
Os mecanismos gque levam o IFN-gama a intensificar a rejeicgao

Terdo de ser estabelecidos em futuros estudos.

No entanto, os resultados do presente estudo sugeren
gque os efeitos potencialmente deletérios da utilizagéo.do IFN-ga-
ma em pacientes submetidos a transplantes podem ser evitados. A
utilizacdo de doses baixas e continuas, "de manutencdo", de
ciclosporina no decurso do periodo de estudo, tal como no decurso
de extensos periodos na maior parte dos pacientes submetidos a
transplantes, teve como resultado o cancelamento dos efeitos
deletérios do tratamento com IFN-gama sobre o coragdo transplan-
tado. E portanto possivel administrar IFN-gama a individuos
submetidos a transplantes por uma via sistémica sem induzir a
rejéi¢éo dos tecidos transplantados. Este facto torna ainda mais
atraente a utilizagdo potencial da administracdo de IFN-gama a
pacientes submetidos a transplantes por uma via local (tal como

uma aerosolizacgéao).

Uma vez que a ciclosporina & um medicamento imunossu-
pressor geral, poderia colocar-se a seguinte guestdao: se um
tratamento '""de manutencdo'" com ciclosporina tem como resultado o
cancelamento da acrescida rejeicdo de um coragdao transplantado
induzida pelo IFN-gama, os efeitos antimicrobianos benéficos do
tratamento com IFN-gama serdo igualmente cancelados? Os resulta-
dos do presente estudo sugerem nio ser esse o caso. A terapia "de
manutengao" com ciclosporina ndo alterou a acrescida eclosao
oxidativa induzida por FMLP em neutrdfilos de animais gue tinham
recebido IFN-gama. Uma vez que o neutréfilo é uma célula impor-
tante no combate &as infeccgdes, os resultados sugerem que pelo
menos alguns dos efeitos antimicrobianos positivos do potencial

tratamento com IFN-gama de individuos submetidos a transplantes



serdo retidos através de uma terapia "de manutencdo' com ciclos-

porina.

EXEMPLO 2

Efeito do IFN-gama. sobre o modelo de transplante homdlogo de

medula é6ssea no ratinho

Neste modelo, ratinhos CBA/J machos, adultos, pesando
20 a 25 g cada um (Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine,
E.U.A.) foram letalmente irradiados com 900 rad de raios X. Os
ratos sdo reconstituidos no mesmo dia com aproximadamente 1 x 107
células da medula &ssea obtidas a partir dos fémures e das tibias
de ratinhos CBA/J dadores normais. Os ratinhos s3o mantidos em
Agua acidificada num ambiente limpo, sobrevivendo alguns durante
pelo menos 2 a 3 semanas apds a transplantacdo. Os ratinhds
recebem 20 mg/kg/dia de ciclosporina no dia da transpntagdo da
medula éssea e nos dois dias subsequentes. Os ratinhos também
recebem doses "de manutengdo" de 8 mg/kg/dia de ciclosporina no
terceiro dia apds o transplante e nos dias subsequentes até ao do
sacrificio. Os ratinhos da experiéncia sdo tratados quer com 750
unidades/dia gquer com 7500 unidades/dia de IFN-gama murino
recombinante (oferta de Genetech, 1Inc., Sédo Francisco-Sul,
Califdérnia, E.U.A. Este IFN-gama tem uma actividade especifica de
aproximadamente 2,3 x 107 unidades/mg de proteina e encontra-se
diluido com meio RPMI-1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, NY,
E.U.A.)) por via intramuscular no dia da transplantacao da medula
6ssea e nos trés dias subsequentes. Num dos conjuntos de expe-
riéncias estuda-se a sobrevivéncia dos ratinhos no decurso de um
periodo de trés semanas. Efectuam-se contagens sanguineas comple-
tas periféricas regularmente a fim de avaliar o sucesso dos
transplantes. além disso, sacrificam-se membros dos grupos

tratado com IFN-gama e de controlo 1 a 2 vezes por semana sendo a
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sua medula O6ssea examina quanto ao sucesso do transplante. Quando
O0s animais morrem sdo examinados quando & existéncia de infeccéao.
Os niveis de expressdo do antigénio Ia nos linfdécitos sanguineos
periféricos sdo determinados mediante tingimento especifico em
relagao a anticorpos e citometria de fluxo no dia precedente ao
da transplantagdo e no 12, 72 e 142 dias apds a transplantacdo.
Uma comparagao entre a contagem sanguinea completa e a taxa de
sobrevivéncia entre os grupos de controlo e tratado élucida
quanto ao efeito do tratamento com IFN-gama sobre o curso de uma

transplantagcdo homdéloga de medula &ssea.

EXEMPLO_ 3

Efeito do tratamento com IFN-gama sobre infeccdes exogenamente

induzidas em pacientes submetidos a transplantes

A capacidade, inerente a um tratamento com IFN-gama,
para afectar a taxa de sobrevivéncia de roedores submetidos a
transplantes e deliberadamente infectados & estudada nos modelos
de transplantes cardiacos e de transplantes homdlogos da medula
dssea descritos nos Exemplos 1 e 2. Incuba-se pedacos de sutura
de algoddo torcido 3 a 0 em caldo de suja com tripticase (BBL
Microbiological Systems, Cockeysville, Maryland, E.U.A.) até ao

dia seguinte e inocula-se com Klebsiella pneumoniae (tipo capsu-

lar 2). No terceiro dia apds a transplantagdo insere-se assepti-
camente pedagos de sutura presos ao buraco de uma agulha francesa
na coxa direita de cada roedor a sutura é cortada rente a pele e
enterrada subcutaneamente. Um grupo de roedores submetidos a
transplantes de cada modelo é tratado com_IFN-gaha essencialmente
do mesmo modo que foi descrito nos precedentes Exemplos 1 e 2. Um
outro grupo & tratado com diluente. Os roedores sdo monitorizados
durante 2 a 3 semanas. Preparam-se culturas bacterianas em sangue

em dias alternados. O0Os roedores ndo infectados servem de



controlos para assegurar gue as complicagdes resultantes do
procedimento de transplantagdo ndoc sdo responsaveis pela mortali-
dade animal. A eficdcia do tratamento com IFN-gama & avaliada
mediante a observagdo da existéncia de uma maior sobrevivéncia e
por analise das culturas sanguineas. No instante da morte, todos
Oos animais sdo submetidos a necropsia sob cuidadoso exame das

manifestagdes de pneumonia, peritonite e endocardite.

A precedente descrigdo apresenta pormenores dos métodos
e composicdes representativos do presente invento. Deve subli-
nhar-se que sdo possiveis modificagdes e variagdes sem que estas
constituam desvios em relagdo ao espirito geral do presente

invento, sendo por conseguinte abrangidas pelo seu ambito.

Lisboa, 6 de Outubro de 1992

’——-
J. PEREIRA DA CRUZ
Agente Oficial da Propriedade Industnal

RUA VICTOR CORDON, 10-A 32
1200 LISBOA



REIVINDICACOES .

12 - Utilizacdo de uma linfoquina antimicrobiana,
caracterizada por a referida linfoquina ser empregada na prepara-
¢do de um medicamento para a profilaxia ou tratamento de infec-

¢Oes microbianas em sujeitos receptores de transplantes.

22 - Utilizagdo de acordo com a reivindicacido 1,
caracterizada por pelo menos um dos organismos causadores da
referida infecgdo microbiana ser bacteriano, fingico, viral ou

parasitico.

32 - Utilizagdo de acordo com uma das reivindicacgdes 1
ou 2, caracterizada por os sujeitos receptores serem submetidos a

uma terapia imunossupressora de manutengdo apds a transplantacgao.

42 - Utilizagdo de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizada por a linfogquina antimicrobiana ser o interferio
gama (IFN-gama) ou a interleucina 1 (IL-2) ou uma sua'combinacéo,
e por a terapia imunossupressora de manutencdo incluir a adminis-

tragdo pds-operatéria de um ou mais imunossupressores.

52 - Utilizagdo de acordo com a reivindicacido 4,

caracterizada por a linfoguina antimicrobiana ser o IFN-gama.

62 - Utilizagdo de acordo com a° reivindicacdo 5,
caracterizada por os referidos imunosupressores incluirem uma

ciclosporina.
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78 - Utilizagdo de acordo com a reivindicacdo 6,

caracterizada por a referida ciclosporina ser a Ciclosporina A.

82 - Utilizagdo de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizada por a Cicloporina A ser administrada numa dose
pds-operatdéria compreendida entre cerca de 1 e cerca de 20 mg/kg

de peso corporal/dia.

928 - Utilizagdo de acordo com gualguer uma das reivin-
dicagdes 5 a 8, caracterizada por o IFN-gama ser administrado a

titulo profilactico.

102 - Utilizagdo de acordo com qualgquer uma das reivin-
dicagdes 5 a 8, caracterizada por o referido IFN-gama ser admi-

nistrado sob a forma de uma composicdo farmacéutica liquida.

112 - Utilizagdo de acordo com a reivindicagiao 7,
caracterizada por a referida composigdo farmacéutica liquida ter
um pH compreendido entre cerca de 4,0 e cerca de 6,0 e conter um

agente estabilizante e um detergente nio iénico.

122 - Utilizagdo de acordo com gqualquer uma das reivin-
dicagdes 5 a 8, caracterizada por o referido IFN-gama se destinar
d administragdo ultrapulmonar de uma dispersdo de uma sua guanti-

dade terapeuticamente eficaz.

132 - Utilizagdo de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 5, 10 e 12, caracterizada por o referido IFN-gama ser o

IFN-gama humano desCisTirCis.

142 - Utilizagdo de acordo com a reivindicacido .13,
caracterizada por o referido IFN-gama ndo possuir os ultimos

quatro residuos aminocdcido com um terminal carbono.



152 - Utilizagdo do IFN-gama, caracterizada por a o
referido IFN-gama ser utilizado na preparag¢do de um medicamento
destinado a evitar a rejeicdo de transplantes associada a infec-
¢80 em sujeitos receptores de transplantes submetidos a uma

terapia imunosupressora de manutengdo apds a transplantacio.

Lisboa, 6 de Outubro de 1992

\ ¥ —
1 ﬁ —
J. PEREIRA DA CRJZ

Agente Oficial da Propriedade industrial
RUA VICTOR CORDON, 10-A 38
1200 LISBOA
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