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THE ROCKEFELLER UNIVERSITY

"Método para inibir o afluxo de leucdcitos em orgaos
durante a sépsia e outros traumas mediante utiliza-

cao de anticorpos anti-CD18"

A invencdo aqui descrita foi realizada, em parte,ao
abrigo dos contratos de investigacdo ("Research Grants")AI22003 e

HL32418 do National Institutes of Health, USPHS.

Antecedentes da invencgdo

Os leuc6citos, em especial os leuctcitos polimorfo-
nucleares (PMN), circulam no sangue e ndo aderem ao endotélio (re
vestimento celular dos vasos). Ap6s a introducdo de um agente in-
feccioso, os fragmentos que resultam da morte de um agente infec-
cioso ou de outra substédncia inflamat6ria nos tecidos circundantes,
de leucb6citos, especialmente dos PMN, sdo induzidos a ligarem-se
com o endotélio e em seguida a migrarem para os tecidos. Uma vez
que os PMN podem reconhecer e matar muitos agentes infecciosos,is
to constitui um mecanismo de protec¢do, contudo, em muitas circuns
tdncias de doenga, tais como a sépsia e o trauma, os PMN reagem

de um modo exagerado e nocivo.Podem ligar-se tdo avidamente ao en



dotélio que obstruem a corrente sanguinea. Uma vez nos tecidos,
segregam proteases, moléculas intermédias do oxigénio reactivo e
outras moléculas téxicas que ndo somente exterminam os agentes in
fecciosos, mas também podem provocar um dano considerdvel no te-
cido. Além disso, libertam mediadores inflamatérios que alteram
o t6énus vascular e a permeabilidade e fazem convergir outros leu

c6citos para o local,mantendo, assim, a inflamagado.

Duas doencas em que os danos induzidos pelos PMN
contribuem para a morbidez e mortalidade sdo o choque endotdxico
e a sindrome de dificuldade respiratéria do adulto. Em ambos os
casos, o pulmdo & o 6rgdo preferido para a emigracdao dos PMN e o
dano causado no pulmdo pode ser suficientemente grave para provo-

car a morte.

A sindrome de dificuldade respiratéria do adulto
(ARDS) pode resultar de causas infecciosas ou ndo infecciosas;quais
quer das quais provoca uma patologia idéntica como uma consequén-

cia da emigracdo dos PMN. No choque endot6xico associado com a in

fecgdo os antibibticos amplificam os efeitos nocivos da inflamagado
0 que & devido ao mecanismo através do qual estes agentes exercem
0s seus efeitos anti-infecciosos.Por exemplo, apbds a administracgado
de um antibiético beta-lactdmico (ou outro antibibético que se diri
ge d parede celular) as bactérias desagregam-se devido & lise pro-
vocada pelo agente anti-infec¢do. 0Os fragmentos resultantes das
bactérias iniciam uma resposta inflamatéria dramaticamente reforca

da.Consultar Tuomanen et al., Am. Rev. Respir. Dis, 135, 1987, pp.



869-874. A investigac¢do anterior indicou que a inibig¢do desta in-
flamagdo induzida pelo antibiético se correleciona com o aumento
da morbidez e mortalidade nas situagdes de meningite; Tuamanen et
al., J. Infect. Dis. 155, 1985, pp, 985-990 e Kadurugamuwa,Program
and Abstracts of the 27 th ICAA Meeting, p. 205 (1987). Na menin-

gite pneumocdcica, por exemplo, a mortalidade pode correlaccionar-
-se directamente com a extensdo da inflamagdo das meninges;McAllis

ter et al., J. Infect. Dis, 132, 1975, pp, 355-360. Portanto, seré

vantajoso um método para diminuir a inflamac¢do durante o decurso
da terapéutica com um antibiético no tratamento de infecg¢Ges, par-
ticularmente no choque endotéxico e na ARDS associada com a infec-
gdo.

De um modo idéntico, serd& 0til provavelmente, um mé-
todo para diminuir a inflamagdo associada com ARDS de origem n3do

infecciosa como instrumento terapéutico para os médicos.

Recentemente, foi definida uma molécula na superfi-
cie dos PMN que media a adesdo ao endotélio. Esta molécula, CD18,
& considerada como mediadora da adesdo porque (a) os anticorpos mo
noclonais contra CD18 inibem a ligagdo dos PMN ao endotélio in vi-
tro, (b) a infecgdo de anticorpos monoclonais contra CD18, em coe-
lhos, impede a emigracdo normal dos PMN como resposta a um estimu-
lo inflamat6rio, (c) os PMN de doentes com umadeficiéncia genética
na expressdo de CD18 ndo conseqguem ligar-se ds células endoteliais
in vitro e (d) os doentes deficientes ndo conseguem recrutar PMN

para os sfitios da infecgdo.



A molécula CD18 tinha sido descrita anteriormente
como um receptor para o terceiro componente de complemento,C3bi
(Wright et al., PNAS, 80, 1983, pp, 5699-5703. Portanto, um dni-
co receptor funciona com duas capacidades, isto &, media a liga
¢do de leuc6citos polimorfonucleares (PMN) a célula endoteliais

a células revestidas C3bi

Constituf, portanto, um objecto da presente inven-
cdo proporcionar um método de inibigdo do afluxo de .leucbcitos e
particularmente dos leuc6citos polimorfonucleares (PMN) ao pulmdo
e a outros 5rgéos durante a sépsia e outros traumas infecciosos
ou ndo infecciosos que consiste na administracdo de uma quantida
de terapéutica de um anticorpo monoclonal anti-CD18 ou do seu frag-

mento activo, a um doente nacessitado desta terapéutica.

Constitui ainda um objectivo desta invengdo tratar
a inflamagdo do pulmdo e de outros 6rgdos em doentes com uma infla
macdo provocada por sépsia ou outros traumas infecciosos ou ndo
infecciosos mediante administracdo de uma quantidade terapéutica
de um anticorpo monoclonal anti-CD18 ou do seu fragmento activo,a

um doente necessitado dessa terapéfutica.

Outro objectivo da presente invengdo & proporcionar
um método de tratamento de um doente que sofra de choque endotdxi
co ou de sindrome de dificuldade respiratfria do adulto mediante
administracdo de uma quantidade terapéutica de um anticorpo mono-
clonal anti-CD18, em que a quantidade de afluxo de PMN ao pulmdo é

eliminada ou grandemente reduzida.



Ainda um objectivo desta invencdo é eliminar ou re-
duzir o afluxo de leuc6citos, particularmente de leucbdcitos poli-
morfonucleares (PMN), ao pulmdo e a outros 6rgdos de um doente
que estd sob administracdo de uma gente anti-infeccioso para uma
doenga infecciosa, mediante a administracdo de uma quantidade te-
rapéutica de um anticorpo monoclonal anti-CD18 ou do seu fragmen-
to activo antes de, simultaneamente ou ap6s a administracéo de um
agente anti-infeccioso, portanto para reduzir ou eliminar a infla

magao.

RESUMO DA INVENCAOQ

A presente invengdo diz respeito a um método e a
agentes associados e composigdes para inibir o afluxo de leucébci-
tos ao pulmdo e a outros orgdos durante a sépsia ou durante outros
traumas infecciosos ou ndo infecciosos, método que consiste na ad
ministragdo de uma quantidade terapéutica de um agente ou de uma
composicdo que contém um anticarpo anti-CD18 ou que contém um seu frag

mento.

E grandemente preferido que os anticorpos anti-CD18
sejam anticorpos monoclonais escolhidos no grupo constitufdo por
anti-CD18 mAb IB4 (designado a seguir por IB4) e anti-CD18 mAb 60.3
(designado a seguir por 60.3) e /ou o0s seus fragmentos activos.
Além disso, a presente invengdo diz respeito a um método e a subs-
tdncias associadas para inibir a penetracdo de leuc6citos no pul-
mdo ou noutros 6rgdos nos doentes com choque endot6xico ou com sin

drome de dificuldade respiratéria do adulto de qualquer etologia,



mediante administracdo de uma quantidade terapéutica de um anti-
corpo anti-CD18 ou de um seu fragmento a um doente necessitado
desta terapéutica. Os anticorpos mais preferidos sdo os anti-CD18,

também escolhidos no grupo constituido por IB4 e 60.3 e pelos seus

fragmentos activos.

A presente invencdo também diz respeito a um método
e a substdncias associadas para a eliminagdo e reducdo da inflama
¢do num doente sob administrag¢do de um agente anti-infeccioso para
uma doenga infecciosa,o qual consiste na administragdo antes,duran
te ou apbs o agente anti-infeccioso de uma quantidade terapéutica
de um anticorpo anti-CD18 ou de um seu fragmento. Anticorpos anti-
-CD18 preferidos sdo escolhidos no grupo constitufdo por IB4 e
60.3 e os seus fragmentos. Também se descrevem, formas posolfgi-
cas que associam um agente anti-infeccioso e uma quantidade tera-

péutica de um anticorpo monoclonal ou de um seu fragmento.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 & um grdfico que representa a percentagem de radio

actividade de neutr6filos injectados no pulmdao em fun¢do do tempo.

A Figura 2 & um gréfico que representa a radioactividade de
neutr6filos no sangue em fungdo do tempo. A radioactividade circu-
lante estd expressa sob a forma de uma percentagem da radioactivi-

dade total injectada.



A figura 3 & um grdfico que representa a radioactividade dos
neutré6filos no sangue em fun¢do do tempo. Radioactividade circulan
te estd expressa como uma relagdo do valor ao fim dos 15 minutos

iniciais.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA PRESENTE INVENCAO

Esta invencgdo refere-se num primeiro aspecto 4 ini-
bicdo do afluxo de leuc6bcitos ao pulmdo e a outros 6rgdos durante
a sépsia ou durante outros traumas ndo infecciosos mediante a ad-
ministracdo de uma quantidade terdpeutica de um anticorpo anti-
-CD18 ou de um seu fragmento activo a um doente necessitado dessa
terapéutica.

0 6rgdo inflamado que & o alvo da presente invencdo,
pode resultar de uma variedade de agentes infecciosos, incluindo
bactérias gram-positivas e gram-negativas assim como virus, para-
sitas e fungos ou pode ser de origem ndo infecciosa, tal como um
trauma. Infecgdes particularmente consideradas sdo as que sdo sus
ceptfveis de tratamento com antibi6ticos beta-lactamicos tais co-

mo Harmophilus influenzee B ; N. meningitides b ; pneumococci,

Streptococcus pneumoniae; Escherichia coli; Staphylococcus epider-

midus; Staphylococcus aureus; Streptococci do grupo B; Salmonella;

Bacillus subtillis; e Pseudomonas aeruginosa.

0 6rgdo inflamado que é o 6rgdo alvo da presente in-

vencdo pode ser, correntemente, qualquer 6rgdo susceptfvel de in-



flamacdo pelos agentes anteriormente citados. A presente invengdo
&, contudo, particularmente aplicdvel ao tratamento do pulmdo, do
sistema nervoso central, do rim, das articulagdes, do endocdrdio,
dos olhos e dos ouvidos, sendo o tratamento do pulmdo um aspecto

altamente preferido.

Descobriu-se que a presente invengdo é utilizéavel
para impedir a penetragdo de leuc6citos no pulmdo de memi{feros em
situagdo de sépsia. Esta actividade permite que a sua via de admi
nistracdo preferida seja a via endovenosa e que a sua administra-
¢do seja particularmente Gtil no tratamento das infecgdes, inclu-

indo as provenientes de pneumococci, Haemophilus influenzae B, N.

meningitides b e Escherichia coli, Streptcoccus do grupo B, Sta-

phylococci e Pseudomonas.

Identicamente, a presente invengdo também & aplica-
vel d inflamacdo proveniente de origens ndo infecciosas, tais co-
mo de ARDS provocada por queimaduras, cirurgia, produtos quimicos

t6xicos, fractura de ossos e outros traumas.

Uma das caracterfisticas dos anticorpos utilizdveis
de acordo com a presente invencdo consiste na capacidade desses
anticorpos para reconhecerem e ligarem-se a um largo espectro de
polipeptidos considerados como constitufdos por outras protefnas
de membrana leucocitdria de duas cadeias, de que a cadeia que com
porta o ' receptor CD18 é apenas uma parte. Assim, considera-se
que este espectro mais amplo de afinidade possufdo pelos anticor-

pos anti-CD18 da presente invengdo & o promotor do seu nivel melho



rado e do correspondente espectro de actuagdo e aplicacdo.

Os anticorpos anti-CD18 particulares utilizéveis pa
ra a pratica dos métodos da presente invengdo podem ser preparados
por técnicas convencionais. 0 anticorpo IB4 monoclonal preferido

estd descrito por Wright et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80,

1983, pp. 5699-5703. 0 anticorpo monoclonal 60.3, outro,

anticorpo preferido estd descrito por Beatty, et al.,J.Immunology,

131, 1983, pp. 2913-2918.

Outros anticorpos monoclonais anti-CD18, assim como

os seus métodos de preparagdo, estdo descritos em Leukocyte Typing

ITI, New York, Springer-Verlag 1988.

Em certos doentes, pode existir um problema poten-
cial com a utilizagdo do.anticorpo monoclonal mufino, tal como 1B4
ou 60.3, uma vez que o paciente pode gerar uma resposta imunolégi-
ca contra o anticorpo monoclonal murino. Este efeito poqe ser me-
lhorado ou evitado pela utilizacdo dos fragmentos activos do anti-
corpo monoclonal de modo a minimizar a quantidade de protefna es-
tranha injectada. Outra alternativa é utilizar técnicas de engenha
ria genética para preparar um anticorpo quimérico em cuja regido
de ligagdo do anticorpo murino IB4 ou 60.3, estd ligada com regides

constantes de imunoglobulina humana.

Um outro aspecto da presente invengdo & a reducgdo
ou eliminagdo do afluxo de leucécitos ao pulmdo, no choque endotéd
Xico ou na sindrome de dificuldade respirat6ria do adulto associa-

da com a administragdo de uma agente anti-infeccioso. 0 método con-
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siste na administragdo, antes, durante ou ap6s o agente infeccio-
so de uma quantidade terapéutica de um anticorpo monoclonal anti-
-CD18 ou de um seu fragmento activo, a um doente necessitado des-
ta terapéutica. Anticorpos monoclonais anti-CD18 preferidos sado
os anticorpos IB4 e 60.3. Devido a um mecanismo da sua actividade
terapéutica, os agentes anti-infecciosos e particularmente os an-
tibi6ticos beta-lactdmicos, provocam inflamagdo adicional como re
sultado do seu efeito terapéutico. Ainda que estes agentes anti-
-infecciosos esterilizem uma dada infec¢do, eles provocam a libé£
tacdo de-produtos téxicos, por exemplo, endotoxinas de parede ce-
lular e/ou do agente infeccioso . Estes componentes bacterianos
iniciam uma resposta inflamatéria, frequentemente altamente agu-
da no pulmado. E esta inflamagdo que contribui de'um modo signifi-
cativo para a lesdo pulmonar que & a consequéncia a longo prazo

de muitas infecgdes.

Nas doencas inflamatérias, a redugdo ou eliminagdo
da inflamagdo, particularmente no choque endot6xico e na sindrome
de dificuldade respiratéria do adulto, resulta numa diminuig¢do da
lesdo do 6rgdo que usualmente acompanha estas situagles de doenga.
Uma vez que os anticorpos monoclonais IB4 e 60.3 possuem uma capa
cidade impar de bloquear o deslocamento de leucébcitos para o pul-
mao ou para outros 6rgdos eles sdo incomparavelmente apropriados
para tratar situagles tanto de origens ndo infecciosas como infec-
ciosas. Agentes infecciosos causadores sdo, por exemplo, Haemophi-

lus influenza B,N. meningitides b, E. coli, Staphylococci ou a

pneumococci tal como Streptococcus pneumoniae. Estas infecgdes sdo
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geralmente tratadas com um antibiftico aminoglicosfdico tal como
a gentamicina ou um antibiftico beta-lactdmico como a penicilina
ou a cefalosporina. 0Os aminoglic6sidos, penicilinas e cefalospo-
rina tipicamente utilizados no tratamento destas infecc¢des sdo a
cefalotina, a cefaloridina, carbenicilina,ampicilina, nafcilina
s6dica, cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina, meticilina s6dica,
fenoximetil-penicilina, penicilina procafna G, penicilina benzati
na G,penicilina G, cefacetrilo s6dico, cefalexina, cefapirina sé-

dica,cefradina, penicilina V, gentamicina, canamicina, cloranfeni

col, cefatoxima, ceftriaxiona, vancomicina e imipenem.

Devido d capacidade dos anticorpos monoclonais anti-
-CD18 reduzirem ou eliminarem o afluxo de leucécitos ao pulmdo e a
outros érgdos, nas doengas infecciosas provocadas pela administra-
¢do de uma agenteanti-infeccioso,pode associar-se o anticorpo mono
clonal anti-CD18 ou um seu fragmento activo numa forma de dosagem
unitdria Gnica, com o agente anti-infeccioso, por conveniéncia de
administragdo. Esta forma de dosagem é, de um modo mais preferido,
uma forma de dosagem endovenosa, uma vez que a maior parte dos
agentes anti-infecciosos, particularmente os antibifticos beta-lac-
tamicos, sdo comercializados sob uma forma quimica apropriada para
administracdo por via endovenosa. Esta é também a via de adminis-
tragdo preferida para os anticorpos monoclonais, tais como IB4 e
60.3. Tipicamente, um agente anti-infeccioso e um anticorpo mono-
clonal podem associar-se numa solugdo de ampola (nica. Quando isto
ndo & possivel, o agente anti-infeccioso e o anticorpo monoclonal

podem ser acondicionadas separadamente e misturados imediatamente
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antes da infeccdo. A administracdo pode ser correntemente através
de uma mistura com uma solugdo endovenosa convencional qualquer,is

to &, uma solucdo de cloreto de s6dio normal.

A quantidade de .agente anti-infeccioso na forma de
dosagem estd dependente do agente anti-infeccioso particular uti-
lizado e da infecgdo a tratar. A quantidade de anticorpo monoclo-
nal a utilizar numa forma de dosagem pode variar entre cerca de 1
e cerca de 1,000 mg, com grande preferéncia entre 10 e 100 mg por
unidade de dosagem.Podem-se administrar as doses uma a quatro
vezes por dia, mantendo a terapéutica enquanto persistir a infec-
Gdo.

0 método de administracdo da forma de dosagem unita
ria pode, evidentemente, ser alterada pelo médico assistente aten
dendo & condigdo do doente e & gravidade da doenga infecciosa a

tratar.
0s exemplos que seguem ilustram os métodos e compo-

si¢des da presente invengdo.

EXEMPLO 1

INIBIGCAO DE LEUCOCITOS NO PULMAOD

Isolamento de neutr6filos de coelho

A coelhos brancos da Nova Zeldndia com (2 a 3 Kg)ad-
ministrou-se 60 mg/Kg de pentobarbital sédico. Através de uma pun-

¢do cardfaca retiraram-se 60 ml de sangue com uma seringa heparini



zada. centrifugou-se o sangue a 400 x g durante 20 minutos e reti
rou-se o plasma rico em plaquetas. Este centrifugou-se a 2500 x g
durante 15 minutos para fornecer uma fonte de plasma pobre em pla
quetas.autologos. Adicionaram-se 8 ml de dextrano 500 a 6% em SO-
lugdo de cloreto de s6dio ao aglomerado de glébulos vermelhos e
solucdo de cloreto de s6dio normal para se completar o volume a
50 ml. Deixaram-se sedimentar os gl6bulos vermelhos durante 30 a
60 minutos e aspirou-se o plasma rico em leucbcitos. Separaram-se
os neutré6filos dos leucbcitos por centrifugagdo com gradientes de
Percoll-plasma discontfnuos (43% a 53%). Aglomeraram-se os neutrf
filos e retiraram-se os glébulos vermelhos restantes por meio de
lise com 4gua destilada. Testaram-se todos os reagentes utilizados
no processo de isolamento dos neutr6filos relativamente d presencga
de endotoxina, utilizando-se um ensaio de lisados de limulus e
ndo se usaram quando se observou qualquer contaminacdo. Identica-

mente, todo o material de laboratfério utilizado estava isento de

endotoxina.

Preparacdo do anticorpo IB4

Preparou-se um anticorpo para o receptor CD11b/CD18

pelo método descrito em Proc. Natl. Acad. Sci. USA,80, 1983, pp.

5699-5703. Obteve-se o anticorpo a partir de liquido ascético de
murganho e purificou-se por cromatografia de afinidade para elimi

nar todas as protefnas ndo imunoglobulfnicas.
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Marcacdo dos neutr6filos:

Marcaram-se neutré6filos com 111In. Adicionou-se tro

polone (4mM em solucdo de cloreto de sfdio normal), em igual volu
me de cloreto de 111In (Amersham). Adicionou-se 111In-tropolone,
gota a gota, aos neutr6filos suspensos no plasma autbélogo. Deixa-
ram-se 0s neutrf6filos a incubar durante 30 minutos 3 temperatura

ambiente e em seguida lavaram-se com plasma autélogo.Com esta téc
nica, marcaram-se neutr6filos em geral com uma eficiéncia de mar-
cagdo superior a 60%. Os neutr6filos isolados e marcados foram en
saiados para quimiotaxia em relagdo a zimosan opsonizado e para a
aderéncia a monocamadas endoteliais de artéria pulmonar de bovino
induzidas por miristatoacetato de forbol. Os neutréfilos mostraram
quimiotaxia e aderéncia normais. Além disso, a aderé&ncia induzida

por PMA de neutréfilos de coelho para o endotélio vascular de pul

mdo de bovino poude ser inibida por pré-tratamento com IB4.

Protocolo experimental

Colocaram-se os coelhos em gaiolas de pléstico e co
locaram-se sob um largo campo de projeccdo de uma cdmara-gama
(Dymax, E1Scint, Haifa, Israel). A cdmara foi equipada com um co-
limador de orificio paralelo de resolugdo média de energia média.
Colocou-se um tubo endovenoso numa veia marginal da orelha e um

tubo arterial na artéria central da orelha do coelho. 0 coelho re



cebeu uma perfusdo de neutrdéfilos marcados e obtiveram-se durante
4 horas imagens dindmicas da cdmara-gama, de 5 minutos.Recolheram-
-se amostras de sangue arterial de 15 em 15 minutos durante o pe-
rfodo de 4 horas. Aos coelhos de controlo ndo se administrou qual
quer pré-tratamento. Quatro horas antes das imagens, tratou-se um
grupo de coelhos com endotoxina de E.Coli (100‘yg). Tratou-se ou-
tro grupo com endotoxina, 24 horas antes das imagens e adminis-
trou-se-lhe anticorpo 1B4 (0,5 mg/Kg) 20 minutos antes das imagens.
Outro grupo de animais ndo recebeu tratamento com endotoxina, mas

foi tratado, 20 minutos antes das imagens, com anticorpo IB4.

Resultados analfticos

Retiraram-se as regides com interesse em volta dos
pulmdes, ffgado'e Qaco do corpo dos coelhos. Adicionaram-se as con
tagens destas regides com interesse, para Sse obterem curvas do so-
matério de actividade. As contagens do pulmido, figado e bago estdo
expressas como fracgOes de actividade relativamente ao corpo com-
pleto dos coelhos. A actividade das amostras de sangue estd expres
sa como contagens por minuto/grama de sangue e também como a frac-
¢do da actividade circulante relativa & actividade total injectada.
A significdncia das diferencas entre grupos foi determinada por
andlise de varidncia e pelo teste T de Student, quando apropriado.
Os dados do pulmdo foram modelados por wuma equagdo de rejeigdo ex

ponencial de dois compartimentos.



Resultados

A fracgdo de radioactividade de neutréfilos injecta
dos no pulmdo em fungdo do tempo representa-se na Figura 1.0s ani
mais de controlo demonstraram uma rejeicdo rdpida do pulmdo com
actividade de is6topo no pulmdo alcangando 13% apbs cerca de 90
minutos. A quantidade méxima de actividade nos pulmdes dos coelhos
de controlo foi de 31% . Nos animais tratados com endotoxina, 4 ho
ras antes do estudo, a quantidade mdxima de actividade nos pulmdes
foi de 41% e a rejeicdo dos pulmdes menor, com 16% de radioactivi-
dade de neutré6filos permanecendo no pulmdo aos 90 minutos.Com pré-
_~tr§tamento de 24 horas com endotoxina, observou-se uma resposta
ainda superiorcom cerca de 44% de neutr6filos inicialmente locali-
zando-se no pulmdo e com uma rejeigdo de 18% aos 90 minutos. Quan-
do os animais se administraram com endotoxina 24 horas antes do es
tudo e com IB4 20 minutos antes do estudo, a actividade mdxima no
pulmdo (18%) era menor tanto no grupo do controlo como no grupo de
tratamento de 24 horas com endotoxina. Aos 90 minutos, a rejeigado
era mais ré&pida e permanecia nos pulmbes 6% de radioactividade neu
tr6filo. Estes resultados indicam que IB4 impede a retengdo de PMN

no pulmdo ap6s lesdo pulmonar induzida por endotoxina.

Resultados no sangue

A radioactividade no sangue fol expressa como uma re-

lagdo entre o valor experimental e o valor da linha de base aos 15



minutos (ver Figura 2). 0 grupo de controlo mostra um pequeno au-
mento da radioactividade no sangue com o tempo,0 que provavelmen-
te representa a rejeigdo de neutré6filos retidos no pulmdao. O grupo
com endotoxina de 4 horas também exibiu um ligeiro aumento com o
tempo,muito semelhante ao do grupo de controlo. 0 grupo de endoto
xina de 24 horas exibiu um grande aumento da radioactividade no
sangue ao longo do tempo. 0 grupo de endotoxina de 24 horas, que
também fora tratado com IB4,mostrou um aumento mais rdpido da ra-
dioactividade no sangue, que estabilizou ap6s cerca de B0 minutos
e que em seguida diminuiu gradualmente. A taxa de absorgdo no gru
po da endotoxina de 24 horas e tratado com IB4 apresentou-se como
sendo um pouco mais rdpida do que a observada no grupo de trata-

mento de 24 horas de endotoxina isolada.

Os resultados do sangue expressos como a fracgdo dos
neutr6filos perfundidos que estdo em circulagdo representam-se na
Figuara 3. 0s neutré6filos de controlo mostraram um aumento ligei-

ro, com o tempo, de éerca de 20 a 30% de neutr6filos circulantes

apds perfusdo.

0 grupo de endotoxina de 4 horas também mostrou uma
quantidade estével mas com cerca de 3% de neutr6filos circulantes
durante este estudo. 0 grupo de endotoxina de 24 horas também exi
biu uma quantidade de radioactividade estdvel ou aumentando gra-
dualmente, ao longo do tempo, com cerca de 8 a 12% de neutréfilos
circulantes durante o estudo.0 grupo tratado com 24 horas de endo
toxina e em seguida com IB4 mostrou um esquema Semelhante ao do

grupo de tratamento com endotoxina de 24 horas com uma aumento ini
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cial e em seguida um patamar gradual com fracg¢des circulantes
compreendidas entre 3 e 8%. Estes resultados indicam que o meca-
nismo através do qual IB4 inibe a retencdo de PMN no pulmdo ndo

é devido & depuragdo dos PMN pelo sistema reticuloendotelial.

EXEMPLO 2

COMPOSIGOES

Composi¢do endovenosa I

Ingredientes mg/ml
cefotaxima 250,0
anticorpo IB4 monoclonal 10,0
dextrose USP 45,0
bissulfito de sédio USP 3,2
edetato de dis6dio USP 0,10
dgua para injectdveis q.b.p. 1,00 ml
Composicdo endovenosa Il mg/ml
Ingrediente -
ampicilina 250,0
anticorpo 60.3 monoclonal 10,0
bissulfito de sédio USP 3,2
edetato de dis6dio USP 0,1

dgua para injectdveis g.b.p. 1,00 ml



Composi¢do endovenosa IT1

Ingrediente

gentamicina (sob a forma de sulfato)
anticorpo IB4 monoclonal
bissulfito de s6dio USP
edetato de disb6édio USP

dgua para injectédveis g.b.p.

Composic¢do endovenosa IV

Ingrediente

anticorpo IB4 monoclonal
dextrose USP

bissulfito de s6dio USP
edetato de dis6dio USP

dgua para injectdveis qg.b.p.

Composicdo endovenosa V

Ingrediente

anticorpo 60.3 monoclonal
bissulfito de s6dio USP
edetato de dis6dio USP

dgua para injectdveis q.b.p.

40,0
10,0
3,2
0,1
1,00 ml

mg/ml

10,0
45,0

3,2
0,10
1,00 ml

mg/ml

10,0
3,2

1,00 ml



Tal como se referiu anteriormente, a presente in-
vengdo aplica-se ao tratamento de diversos estados de doengas in-
flamatérias, incluindo doengas infecciosas em que a infecgdo acti
va existe em qualquer local do corpo tal como, por exemplo,no ca-
so da meningite. Também se incluem condigdes tais como inflamagdes
secunddrias, quer agudas quer crénicas, que podem ocorrer num si-
tio de deposicdo de antigénio que é secunddrio relativamente a uma
infecgdo priméria num sftio distante do corpo e os exempios das
condigBes especfficas incluem também a meningite, assim como a en
cefalite, artrite,uvecitg colite, como a colite inflamatéria do in
testino doenga de Crohn, glomerulonefrite, dermatite e psoriase.
Inclui-se ainda a inflamagdo que resulta de alterag¢des no movimen-
to leucocitédrio durante a infec¢do tal como a sindrome de dificul-

dade respirat6fria do adulto associada com sepsia.

As outras doencgas inflamatdérias incluem alteracgdes
imunolégicas e condigdes que envolvem ligagdo/reconhecimento de
células T e/ou macr6fagos; tais como hipersensibilidade aguda e re
tardada, doenga do hospedeiro versus enxertos; situagdes auto-imu-
nol6gicas primdrias tais como a anemia perhiciosa; infecgdo rela-
cionada com condicBes auto-imunolégicas tais como a diabetes, me-
lite do tipo I; erupg¢des durante a artrite reumatdide; doengas em
que envolvem a diapedese leucocitdria, tais como esclerose mGlti-
pla; doencgas mediadas pelo complexo antigénio-anticorpo, incluin-
do certos estados infecciosos secunddrios referidos anteriormente;

imuno-supressdo; e rejeigdo de transplantes. A inflamagdo resultan



te de choque téxico ou de trauma tal como a sindrome de dificulda
de respiratéria do adulto e lesdo por reperfusdo; e situagdes pro
venientes de tumores como a discrasia leucocitdria e metdstases,

também se incluem no dmbito da presente invengao.

Além das condigdes anteriormente referidas, a pre-
sente invengdo também se aplica & inibigdo da ligagdo endotelial
dos leuc6citos nas situagdes que ndo apresentam doenga e, em par-
ticular, para fins de diagnéstico e terapéutica; tais como abertu
ra 1iatrogénica do endotélio para impedir a penetragdo de leuc6ci
tos durante a introducdo de um corante ou de um reforgante de ima
gem no tecido ou para permitir a entrada selectiva de um farmaco
nas situacdes de quimioterapia ou para reforgar a recolha de leu-

c6citos nos doentes.

A presente invengdo pode assumir outras formas ou
ser realizada por outras vias sem se afastar do seu espirito ou
das suas caracterfsticas essenciais. A presente meméria descriti-
va & portanto para ser considerada sob todos os aspectos como ilus
trativa e ndo restritiva, sendo o ambito da inveng¢do definido pe-
las reivindicagdes em anexo e todas as alteragdes que se encon-
tram abrangidas pelo significado e dmbito de equivaléncia se enten

dem como abrangidas por ela.
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REIVINDICAGOES

1.- Método que utiliza um anticorpo anti-CD18, ou um
seu fragmento activo, o gual inibe o fluxo de leucocitos no pulmao
e em outros 6rgaos durante a sépsia ou outras infecgoes ou traumas
nio infecciosos; e/ou para tratar a inflamagao do pulmao e outros
érgéos em pacientes com inflamagao provocada por sépsia ou outros
traumas infecciosos ou nZo infecciosos; e/ou para eliminar ou recu-

zir a inflamagdo em um doente administrado com um agente anti-

-infeccioso; e/ou para auxiliar a administragao de um farmaco a

um doente durante guimioterapia, sendo o referido método caracte-

rizado pelo facto de se administrar o referido anticorpo ou o seu’

fragmento activo em uma guantidade efectiva de até cerca de 1 000
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miligramas por unidade de dosagem.

2.- Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracteriza-
do pelo facto de utilizar um anticorpo anti-CD18 mAb JB4, como an-

ticorpo anti-CD18.

3.- Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo facto de utilizar um anticorpo anti-CD18 mAb 60,3, como anti-

corpo anti-CD18.

4.~ Método de diagndstico caracterizado pelo facto de
incluir a introdugao de um material marcador em um tecido, a fase
de causar a abertura iatrogénica do endotélio para impedir o in-

gresso de leucdcitos no referido tecido, mediante administragao

no referido endotélio de uma quantidade inibidora de até 1 000 mg
por unidade de dosagem de um anticorpo anti-CD13 ou de um seu fra-

gmento activo.

S5.- Método de diagndstico, caracterizado pelo facto de
incluir a colheita de uma quantidade de leucdcitos de um individuo
em ensaio, a fase de administracao ao endotélio do referido indi-
viduo em ensaio, antes da colheita dos referidos leucdcitos, de uma
quantidade de até 1 000 mg por unidade de dosagem de um anticorpo

anti-CD18 ou de um seu fragmento activo, eficaz para impedir a

ligagao de uma quantidade suficiente dos referidos leucocitos,



para proporcionar uma colheita apropriada, dos referidos leuco-

citos, para a pratica com éxito do referido método de diagndstico.

6.- Processo para a preparagao de composigoes farmaceu-
ticas utilizaveis para inibir oafluxo de leucdcitos no pulmao ou

’ ~ - . . .
outros orgaos durante a sépsia ou outros traumas infecciosos ou

nao-infecciosos e/ou tratar a inflamagao do pulmao ou de outros
6rgéos em doentes com inflamacao causada por sépsia ou outros
traumas infecciosos ou nao-infecciosos e/ou eliminar ou reduzir a
inflamagao em um doente administrado com um agente anti-infeccioso

e/ou auxiliar a administragao de um farmaco a um doente durante a

guimioterapia, caracterizado pelo facto de se misturar uma quanti-
dade eficaz, compreendida entre cerca de 1 e cerca de 1 000 mg, de
um anticorpo anti-CD18 ou um seu fragmento activo, como ingredien-
te activo com um ou mais veiculos aceitaveis sob o ponto de vista

farmaceutico.

7.- Processo de acordo com a reivindicagao 6, caracte-
rizado pelo facto de utilizar como anticorpo anti-CD18 um anticor-

po anti-CD18 mAb JBA4.

8.- Processo de acordo com a reivindicagao 6, caracteri-
zado pelo facto de utilizar como anticorpo anti-CD18 um anticorpo

anti-CD18 mAb 60,3.
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9.- Processo de acordo com a reivindicagao 6, caracte-
rizado pelo facto de se utilizar um anticorpo monoclonal ou um

seu fragmento para ser administrado por via endovenosa,

Lisboa, 23 de Novembro de 1989
O Agente Oficial da Proprieczde industrial

SN o
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RESUMDO

- . . . - . ’ -
"Método para inibir o afluxo de leucocitos em orgaos durante a
sépsia e outros traumas mediante utilizagao de anticorpos

anti-CD18"

Refere-se um método para inibir o afluxo de leucdcitos no
pulm3o ou em outros orgaos durante sépsia ou outros infecciosos
ou nao infecciosos que utiliza a administragao de anti-corpos
monoclonais anti-CD18. Esta inibigao resulta no impedimento ou
na diminuicdo de danos dos orgaos inflamados e em especial no
choque endotdxico ou na sindrome de dificuldade respiratoria do

adulto.

Também se descreve um Processo para a preparagao de com-
posicoes farmacéuticas que contém como ingrediente activo, os

referidos anti-corpos anti-CD18 ou um seu fragmento activo.

Lisboa, 23 de Novembro de 1989

O Agenie Tt ga Frepnecade industrial
/ﬂ/\'(/\L,W’“r

_—
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