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DESCRIGAO

SUPRESSORES DE REJEIQAO DE ENXERTOS

Dominio técnico

A presente invencdo tem por objecto composicdes
farmacéuticas que contém uma substdncia com actividade para
regular a actividade bioldégica da “molécula imunomoduladora
que induz activacdo linfocitéaria” (MIIAL) (também conhecida
como "co-estimulador indutivel” (COEI)), especialmente a

transducdo de sinal mediada por MIIAL.

Especificamente, a presente invencdo tem por objecto
composicdes farmacéuticas que compreendem uma substéncia
com uma actividade para modular (por exemplo, inibir) a
proliferacdo de células gque expressam MIIAL ou regulam (por
exemplo, inibem) a producdo de uma citocina (por exemplo,
interferdo vy ou interleucina 4) por meio de células gue

expressam MITAL.

Mais especificamente, a presente invencdo tem por
objecto (1) composicgdes farmacéuticas para a inibicéo,
tratamento ou prevencdo da rejeicdo de enxertos (rejeicéo
imunoldgica) que acompanham o transplante de um 6rgdo, uma
porcédo dele ou um tecido; e (2) composicdes farmacéuticas
para melhorar o efeito inibidor, terapéutico ou preventivo
de agentes imuno-supressores na rejeicdo de enxertos.
(rejeicdo imunoldgica) que acompanham o transplante de um

brgdo, uma porcédo dele ou um tecido.



Técnica anterior

Devido a recente revisdo das leis sobre o transplante
de oérgdos, realizaram-se no Japdo alguns transplantes de
brgdos de pacientes com morte cerebral. Num caso, sete
pacientes receberam esses beneficios de um dador. A partir

daqui, espera-se gue aumentem os transplantes de 6rgéos.

Por outro lado, estima-se que venham a aumentar os
pacientes Jjaponeses afectados por doencas cardiovasculares
severas tais como doencas hepaticas (insuficiéncia hepatica
aguda, cirrose hepética, etc.), doencas cardiacas
(insuficiéncia cardiaca severa, cardiomiopatia, hipertrofia
cardiaca, etc.), doencas renais (insuficiéncia renal,
glomerulonefrite c¢roénica, nefropatia diabética, pielo-
nefrite, etc.), doencas pulmonares (disfuncdo pulmonar de
ambos 0s pulmdes, etc.) e doencas pancreadticas (tratamento
de pacientes diabéticos), para quem o transplante de érgdos
é vital para a terapia. Estima-se gque esse aumento seja de
cerca de 600 doentes cardiacos, cerca de 3.000 pacientes do
figado e cerca de 500 pacientes de pulmdes em cada ano.
Embora o aspecto legal esteja a ser desenvolvido, a falta
de o6rgdos transplantdveis ¢ também um problema real dque
existe de momento. Do mesmo modo, a falta de &érgdos & um
problema sério nos Estados Unidos, que é uma nacdo avancada
em termos de transplantes. Nos Estados Unidos,
aproximadamente 4.300 pessocas (1999) estdo a espera de
transplantes do coracdo e aproximadamente 43.000 pessoas
(1999) estdo a espera de transplantes renais. Na realidade,
aproximadamente 800 pessoas e aproximadamente 2.300 pessoas
morrem em cada ano sem conseguirem receber transplantes de

coracdo e de rim, respectivamente.



Os transplantes de tecido (tal como pele, cdbdrnea e
0sso) ou de 6rgdos (tal como figado, coracdo, rim, pulmdo e
péncreas) incluem: (1) autotransplante (transplante
autdlogo), (2) isotransplante, (3) alotransplante e (4)

xenotransplante.

O auto-transplante refere-se ao transplante de uma
parte de um individuo para outra parte do mesmo individuo e
um exemplo é o caso do tratamento de uma queimadura por
meio de um enxerto da prdpria pele, que esteja normal, para

a area afectada.

O iso-transplante realiza-se entre animais homogéneos.
Nos seres humanos, esse transplante realiza-se entre gémeos
monozigdticos (por exemplo, transplante de um dos rins ou

tecidos do figado).

O alo-transplante realiza-se entre dois individuos
diferentes com antecedentes genéticos diferentes e, nos
seres humanos, esse transplante realiza-se entre gémeos
dizigdéticos ou entre individuos que ndo tém absolutamente

nenhuma relacdo sanguinea entre si.

O =xenotransplante realiza-se entre individuos de
espécies animais diferentes. Um exemplo € 0 caso em gue um
tecido ou um érgdo de um chimpanzé ou de um porco s&o

transplantados para um ser humano.

Tal como se mencionou antes, espera-se gue oS alo-
transplantes de pacientes em morte cerebral aumentem devido
ao desenvolvimento da legislacédo relacionada com o©
transplante de ¢rgdos. Contudo, para resolver a falta
absoluta de o¢érgdos dque se possam transplantar, estéo

activamente em curso varias investigacdes gque tém como



objectivo as aplicacbes praticas de xeno-transplantes, mais
especificamente, o transplante de tecidos ou de dérgdos de
mamiferos ndo humanos tal como de porcos para gseres

humanos.

Embora se espere que o tema da falta de tecidos e
brgdos que se possam transplantar seja resolvido pelo
desenvolvimento de leis sobre a morte cerebral e o
transplante e pela melhoria das técnicas de xeno-
transplante, h4d um outro enormissimo obstéaculo ao
tratamento de doencas por alo-transplante e Xeno-
transplante. Mais especificamente, 0o obstéculo ¢ uma
rejeicdo imunoldgica severa (rejeicdo de enxerto) por parte
dos receptores, que ocorre depois do transplante de tecidos

ou de o6rgdos de dadores.

A rejeicdo de enxertos refere-se a varias respostas
imunitdrias que tentam rejeitar e eliminar um enxerto (uma
parte de um organismo vivo que é transplantada, uma célula,
um tecido ou um o6rgdo) de um dador cujos antecedentes
genéticos sdo diferentes dos do receptor (isto &, alo-
transplante ou xeno-transplante) dado que o receptor
reconhece o enxerto como uma Substidncia estranha. As
respostas imunitdrias gque acompanham este transplante podem
ser classificadas como: (1) rejeicdo hiper-aguda, que é uma
rejeicédo forte que ocorre imediatamente depois do
transplante; (2) rejeicdo aguda, gque se observa alguns
meses apds o transplante; e (3) rejeicdo crdénica observada
vadrios meses apds o transplante. Além disso, embora a
imunidade <celular devida as células imuno-concorrentes
representadas pelas células T e a imunidade humoral devida
aos anticorpos, ocorram de uma forma intrinsecamente
coordenada, a resposta principal ¢é dada pela imunidade

celular.



Como resultado da rejeicdo de enxerto, o enxerto, em
Ultima andlise, torna-se necrdético e cai. Além disso, o
receptor desenvolve nédo apenas varios sintomas sistémicos
tal como febre, leucocitose e fadiga, mas também inchaco e
amolecimento no sitio do transplante. Além disso, podem

ocorrer complicacdes severas tal como infeccdes.

Em particular, quando se transplanta um enxerto
xenogénico tal como o de um porco, ocorre um problema sério
de rejeicdo hiper-aguda quando o enxerto ¢é rejeitado no

prazo de minutos.

Utiliza-se um numero limitado de agentes imuno-
supressores que suprimem a funcdo das células imuno-
concorrentes para suprimir a rejeicdo imunoldgica (rejeicéo
de enxerto) que acompanha esses transplantes, porque a
rejeicdo imunoldgica causada pelo alo-transplante é devida
principalmente a imunidade celular. Esses agentes imuno-
supressores incluem ciclosporina (CsA); tacrolimus (FK-
506); azatioprina (AZ); micofenolato de mofetilo (MMF);
mizoribina (MZ); leflunomide (LEF); esterdides adreno-
corticais (também conhecidos como hormonas adrenocorticais,
corticoesterdides, corticdides) tais como prednisolona e
metilprednisolona; sirolimus (também conhecido como
rapamicina); desoxiespergualina (DSG); e FTY720 (nome
quimico: cloridrato de 2-amino-2-[2-(4-octilfenil)etil]-

1, 3-propanodiol) .

A CTLA4 e a CD28, que sdo moléculas responsaveis pelos
sinais co-estimuladores da transducdo, necessarias para a
activacdo das células T (moléculas de transducdo do sinal
co-estimulador) e especialmente os fédrmacos de CTLA4 que

utilizam a regido soluvel de CTLA4 e o gene que a codifica



também estdo a ser clinicamente desenvolvidos como agentes

imuno-supressores.

Por outro lado, recentemente, e do mesmo modo gue
CTLA4 e CD28 que sdo moléculas de transducdo do sinal co-
estimulador, identificou-se uma molécula chamada molécula
imuno-moduladora que induz activacdo linfocitédria (MIIAL;
humana, de murganho e de rato; Int. Immunol., 12 (1), p.51-
55, 2000; também designada por co-estimulador indutivel
(COEI; humana; Nature, 397 (6716), p.263-266, 1999),; J.
Immunol., 166 (1), p.l, 2001; J. Immunol., 165 (9), p.5035,
2000; Biochem. Biophys. Res. Commun., 276 (1), p.335, 2000;
Immunity, 13 (1), p.95, 2000; J. Exp. Med., 192 (1), p.53,
2000; Eur. J. Immunol., 30 (4), p. 1040, 2000) identificada
como a terceira molécula co-estimuladora da transducdo do
sinal que transduz um segundo sinal (sinal co-estimulador)
necessario para a activacédo dos linfécitos tal como células
T e acoplado com o sinal, regula a funcdo dos linfdécitos

activados tal como as células T activadas.

Com Dbase nas verificacdes dos ultimos estudos
relacionados com esta molécula, prevé-se que a molécula
MITIAL esteja possivelmente envolvida em varias doencas (por
exemplo, doencas autoimunes, alergias e inflamacdes)
causadas pela activacdo de células imuno-concorrentes tal
como células T (especialmente células T). Contudo, né&do héa
relatdérios sobre a relacdo entre a modulacdo funcional da
molécula MIIAL e a vrejeicdo de enxertos (rejeicéo
imunoldégica) que acompanha o transplante de tecido ou de um
brgdo, nem sobre tentativas para suprimir, tratar ou
prevenir essas reacgbes de rejeicdo que acompanham o
transplante de tecidos ou de dérgdos, por meio da regulacédo

da actividade da molécula MIIAL.



Além disso, J& se identificou, muito recentemente, uma
nova molécula designada por B7h, B7RP-1, GL50 ou LICOS gue
se considera ser um ligando que interage com a molécula de
transducdo do sinal co-estimulador MIIAL (Nature. Vol.402,
No.6763, pp.827-832, 1999; Nature Medicine, Vol.5, No.l2,
pp.1365-1369, 1999; J. Immunology, Vol.164, pp.l1653-1657,
2000; Curr. Biol., Vol.10, No.6, pp.333-336, 2000).

A identificacdo destes dois tipos de moléculas novas,
nomeadamente MIIAL (COEI) e B7RP-1 (B7h, GL50, LICOS),
revelaram que, além do conhecimento do primeiro e do
segundo circuitos de transducdo de sinal entre CD28 e CD8O0
(B7-1) / CD86 (B7-2) e entre CTLA4 e CD80 (B7-1) / CD 86
(B7-2), h& um terceiro novo circuito de transducdo de sinal
co-estimulador que ¢é essencial ©para a activacdo de
linfécitos mencionada antes, tal como as células T e o
controlo da funcdo das células T activadas, que funciona
através da interaccdo entre MIIAL (COEI) e B7RP-1 (B7h,
GL50, LICOS).

Estdo em progresso estudos exaustivos sobre as funcgdes
biolbégicas destas novas moléculas, a regulacdo de funcdes
de linfécitos tal como células T através da terceira
transducdo de sinal co-estimulador por meio das moléculas e

a relacdo entre a nova transducdo de sinal e as doencas.

Descrigcdo da invencgéao

Mais especificamente, um dos objectivos da presente
invencdo consiste em providenciar processos e agentes
farmacéuticos que suprimem, tratam ou previnem rejeicdes
imunoldgicas (rejeicdo do enxerto) que acompanham o©
transplante de um tecido ou de um érgdo (alo-transplante ou

xeno-transplante) utilizando técnicas médicas e



farmacéuticas (por exemplo, agentes farmacéuticos tal como
compostos com peso molecular baixo e anticorpos) para
regular a funcdo bioldégica de uma nova molécula, a MIIAL,
que se considera que transduz um segundo sinal (sinal co-
estimulador) necessidrio para a activacdo de linfécitos tal
como células T e em conjunto com o sinal, regula a funcéo

dos linfdécitos activados tal como de células T activadas.

Um outro objectivo consiste em providenciar processos
para aumentar o efeito supressor na rejeicdo de enxertos
por meio dos agentes imuno-supressores existentes
(ciclosporina, azatioprina, esterdides adrenocorticais, FK-
506, etc.) wutilizando esses agentes farmacéuticos que
regulam a funcdo bioldgica da MIIAL (por exemplo, agentes
farmacéuticos tal como compostos de baixo peso molecular e

anticorpos) .

Como resultado da investigacdo exaustiva relacionada
com a funcdo bioldgica da MIIAL de mamiferos e com um
processo para a supressdo da rejeicdo imunoldgica (rejeicéo
do enxerto), que € um sério problema gque acompanha os
transplantes (alo-transplante ou xeno-transplante) de
enxertos (células, um tecido ou um 6rgdo), oS requerentes
verificaram que (1) os agentes farmacéuticos que regulam a
funcdo de MIIAL suprimem significativamente a rejeicéo
imunoldgica (rejeicdo do enxerto) que acompanha o0s
transplantes de tecidos ou 6rgdos e (2) o efeito supressor
dos agentes imuno-supressores existentes, na rejeicdo de
enxertos, é aumentado pela utilizacéo de agentes
farmacéuticos que regulam a funcdo de MIIAL e completam a

presente invencédo.

Uma composicdo farmacéutica da presente invencdo é

util como um produto farmacéutico para regular varios



reacgbes in vivo em que estd envolvida a transducdo de um
sinal co-estimulador para as células que expressam MIIAL,
mediado pelas MIIAL (por exemplo, a proliferacdo de células
que expressam MIIAL, a producdo de citocinas por meio de
células que expressam MIIAL, a citbdélise imunitdria ou a
apoptose de células que expressam MIIAL e a actividade para
induzir citotoxicidade celular dependente de anticorpos
contras as células gque expressam MIIAL) e/ou como um
produto farmacéutico para a prevencdo do inicio e/ou da
progressdo de varias doencas em que estd envolvida a
transducdo de sinal mediada por MIIAL e para o tratamento

ou a profilaxia das doencas.

Especificamente, uma composicéo farmacéutica da
presente invencdo pode regular (suprimir ou promover) a
proliferacdo das células gque expressam MIIAL ou pode
regular (inibir ou promover) a producdo de citocinas (por
exemplo, interferdo vy ou interleucina 4) por meio de
células que expressam MIIAL e pode prevenir varios estados
clinicos provocados por varios fendmenos fisioldgicos em
que estéd envolvida a transducdo de sinal mediada por MIIAL

e permite o tratamento ou a prevencdo de varias doencas.

A utilizacdo de uma composicdo farmacéutica da
presente 1invencdo permite a supressdo, prevencdo e/ou o
tratamento da rejeicdo imunoldgica (rejeicdo do enxerto),
que é um problema sério em terapias em que se transplanta
um 6rgdo (figado, coracédo, pulmido, rim, péncreas, etc.) uma
parte dele ou um tecido (tal como pele, cdérnea e osso) de
um dador transplantado (alo-transplante ou Xeno-
transplante) para um receptor afectado por uma doenca

cardiovascular severa.



Além disso, a utilizacédo de uma composicédo
farmacéutica da presente invencdo permite o aumento do
efeito supressor da rejeicdo dos enxertos por meio dos
agentes imuno-supressores existentes administrados para
suprimir a rejeicéo imunoldégica nessas terapias do

transplante.

Mais especificamente, a presente invencdo tem os

objectivos que se seguem:

(1) Uma composicdo farmacéutica para a supresséo,
tratamento ou prevencdo da rejeicdo de enxertos que
acompanha o transplante de um 6rgdo, uma porcdo dele ou
um tecido, em que a referida composicdo compreende uma
substédncia com actividade para regular a transducdo de
sinal mediada por MIIAL e um veiculo aceitédvel sob o
ponto de vista farmacéutico.

(2) Uma composicdo farmacéutica para aumentar o efeito
de um ou mais agentes imuno-supressores na Ssupressao,
tratamento ou prevencdo da rejeicdo de enxertos que
acompanha o transplante de um érgdo, uma porcdo dele ou
um tecido, em que a referida composicdo compreende uma
substédncia com actividade para regular a transducdo de
sinal mediada por MIIAL e um veiculo aceitédvel sob o
ponto de vista farmacéutico.

(3) A composicdo farmacéutica de (2), em gque o referido
agente imuno-supressor € um ou mais agentes terapéuticos
seleccionados no grupo que consiste nos farmacos
azatioprina, esterdides adrenocorticais, ciclosporina,
mizoribina e tacrolimus (FK-500), micofenolato de
mofetilo, leflunomide, sirolimus, desoxiespergualina,
FTY720 e CTLAA4.

(4) A composicdo farmacéutica de qualquer um de (1) a

(3), em gque o referido transplante é um alo-transplante.
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(5) A composicdo farmacéutica de qualquer um de (1) a
(3), em que o referido transplante & um xeno-
transplante.

(6) A composicdo farmacéutica de qualquer um de (1) a
(5), em que o referido érgdo é figado, coracdo, pulméio,
rim ou pancreas.

(7) A composicdo farmacéutica de qualquer um de (1) a
(5), em que o referido tecido ¢ tecido da pele, da
cbrnea ou tecido &sseo.

(8) A composicdo farmacéutica de qualgquer um de (1) a
(7), em que a referida substéncia ¢é uma substéncia
proteinécea.

(9) A composicdo farmacéutica de (8) em que a referida
substdncia proteindcea selecciona-se no grupo que

consiste em:

a) um anticorpo que se liga a MIIAL ou uma POrcao
do referido anticorpo;

b) um polipéptido que compreende toda ou uma porcéo
de uma regido extracelular de MIIAL;

c) um polipéptido de fusdo que compreende toda ou
uma porcdo de uma regido extracelular de MIIAL e
toda ou uma porcg¢do de uma regido constante da
cadeia pesada de imunoglobulina; e

d) um polipéptido que se liga a MIIAL.

(10) A composicdo farmacéutica de qualquer um de (1) a
(7), em que a referida substdncia é uma substdncia né&o
proteinéacea.

(11) A composicdo farmacéutica de (10) em que a referida
substdncia n&do proteindcea ¢é ADN, ARN ou um composto

quimicamente sintetizado.
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Descreve-se aqui a seguir, em detalhe, a presente
invencdo, definindo o0s termos e 0s processos para a

producdo das substéncias utilizadas na presente invencéo.

Aqui, o termo "mamifero" significa um ser humano, uma
vaca, uma cabra, um coelho, um murganho, um rato, um
hamster e um porquinho da Guiné; prefere-se um ser humano,
uma vaca, um rato, um murganho ou um hamster e

particularmente preferido é um ser humano.

"MIIAL", na presente invencdo, ¢ uma abreviatura para
"molécula imunomoduladora que induz a activacéo
linfocitédria" e indica uma molécula da superficie da célula
de um mamifero gque tem a estrutura e a funcdo descrita em
relatérios anteriores (J. Immunol., 166 (1), p.1l, 2001; J.
Immunol., 165 (9), p.5035, 2000; Biochem. Biophys. Res.
Commun., 276 (1), p.335, 2000; Immunity, 13 (1), p.95,
2000; J. Exp. Med., 192 (1), p.53, 2000; Eur. J. Immunol.,
30 (4), p.1040, 2000; Int. Immunol., 12 (1), p.51, 2000;
Nature, 397 (6716), p.263, 1999; numeros de acesso no
GenBank: BAA82129 (humano) ; BAA82128 (rato); BAA82127
(variante de rato); BAA82126 (murganho)).

De uma forma especialmente preferida, o termo indica
MIIAL derivadas de um ser humano (por exemplo,

International Immunology, Vol. 12, No. 1, p.51-55, 2000).

Esta MIIAL ¢é também chamada COEI (Nature, Vo0l.397,
No.6716, p.263-266, 1999) ou antigénio JTT-1 /antigénio
JTT-2 (pedido de patente japonesa publicada, ndo examinada
No. (JP-A) Hei 11-29599, pedido de patente internacional
No. W098/38216) e estas designacdes de moléculas referem-se

mutuamente a mesma molécula.
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Além disso, "MIIAL", tal como referido na presente
invencdo, inclui um polipéptido que tem a sequéncia de
aminoadcidos da MIIAL de cada mamifero, descrita na
literatura anterior, que a relata e, de uma forma
especialmente preferida, também um polipéptido gue tem
praticamente a mesma sequéncia de aminodcidos que a MIIAL
de um ser humano. Além disso, as variantes humanas de MIIAL
semelhantes as variantes de MIIAL identificadas previamente
derivadas de rato (numero de acesso no GenBank: BAA82127)

também estdo incluidas nas “MIIAL” da presente invencéio.

Aqui, a expressao "tendo praticamente a mesma
sequéncia de aminoécidos" significa que a "MIIAL" da
presente invencdo inclui um polipéptido que tenha uma
sequéncia de aminoidcido em que mualtiplos aminoécidos,
preferencialmente 1 a 10 aminoécidos, particularmente
preferido 1 a 5 aminodcidos, tenham sido substituidos,
eliminados e/ou modificados e os polipéptidos com as
sequéncias de aminocdcidos em que multiplos aminoéacidos,
preferencialmente 1 a 10 aminoécidos, ©particularmente
preferido 1 a 5 aminodcidos, tenham sido adicionados, desde
que 0s polipéptidos tenham praticamente as mesmas
propriedades bioldgicas que os polipéptidos que compreendem
a sequéncia de aminoadcidos mostrada em relatdrios

anteriores.

Essas substituicgdes, eliminacdes ou insercdes dos
aminodcidos podem conseguir-se de acordo com O Processo
usual (Experimental Medicine: SUPLEMENTO, "Handbook of

Genetic Engineering”™ (1992), etc.).
Exemplos séo a mutagénese de oligonucledtidos

sintéticos dirigidos ao sitio (processo em duplex

intervalado), mutagénese de pontos por meio da qual se
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introduz aleatoriamente uma mutacdao num ponto por
tratamento com nitrito ou sulfito, processo por meio do
qual se prepara um mutante de eliminagcdo com a enzima
Bal31l, etc, mutagénese de cassete, processo de rastreio do
ligante, processo de desincorporacgdo, processo de iniciador
de desemparelhamento, processo de sintese do segmento de

ADN, etc.

A mutagénese dirigida ao sitio de oligonucledtidos
sintéticos (processo duplex intervalado) pode ser
realizada, por exemplo, como S8Se segue. A regido gue se
deseja mutagenizar é clonada num vector do fago M13 com uma
mutacdo de ambar para preparar um ADN de fago de filamento
simples. Depois, o ADN de RF I do vector M13 gque n&do tem
mutacdo de Aambar é linearizado por meio do tratamento com
uma enzima de restricdo, mistura-se o ADN com o ADN do fago
mencionado antes, desnatura-se e hibrida-se formando assim
um "ADN em duplex intervalado". Um oligonucledtido
sintético no qual se introduziram mutacdes hibrida com o
ADN em duplex intervalado e prepara-se um ADN de filamento
duplo fechado de forma circular, por meio da reacgcdo com
polimerase de ADN e ligase de ADN. As células mustS de E.
coli, deficientes na actividade de reparacéao de
desemparelhamentos, sdo transfectadas com este ADN. As
células de E. coli que ndo tém actividade supressora sé&o
infectadas com os fagos em crescimento e vrastreiam-se

apenas os fagos que ndo tém mutacdes de ambar.

O processo pelo gual uma mutacdo pontual é introduzida
com nitrito utiliza, por exemplo, o principio gue se
menciona a seguir. Se se trata o ADN com nitrito, os
nucledétidos sdo desaminados para mudar a adenina em
hipoxantina, a citosina em uracilo e a guanina em xantina.

Se se introduz o ADN desaminado nas células, "A:T" e "G:C"
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sdo substituidos por "G:C" e "A:T", respectivamente, porqgue
a base de hipoxantina, uracilo e xantina emparelha com
citosina, adenina e timina, respectivamente, na replicacéo
do ADN. Depois, os fragmentos de ADN de filamento simples
tratados com nitrito hibridam com o "ADN em duplex
intervalado" e depois as estirpes mutantes sdo separadas
por manipulacdo da mesma maneira gque na mutagénese dirigida
ao sitio de oligonucledtidos sintéticos (processo em duplex

intervalado) .

O termo "citocina", tal como em "producdo de uma
citocina por meio de células que expressam MIIAL", na
presente invencédo, significa uma citocina arbitréria
produzida por células que expressam MIIAL (especialmente,

células T).

Exemplos de células T sdo as células T do tipo Thl e
do tipo Th2 e uma citocina da presente invencdo significa,
especificamente, uma citocina produzida pelas células T do
tipo Thl e/ou wuma citocina arbitrédria produzida pelas

células T do tipo Th2.

As citocinas produzidas pelas células T do tipo Thl
incluem IFN-y, IL-2, FNT, IL-3 e citocinas produzidas por
células T do tipo Th2 incluem IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 e FNT
(Cell, Vo0l.30, No.9, pp.343-346, 1998).

O termo "substéncia", tal como se utiliza na presente
invencdo, especificamente uma "substdncia com actividade
para regular a transducdo de sinal mediada por MIIAL" e,
mais especificamente, uma "substédncia com actividade para
inibir a proliferacdo de células que expressam MIIAL ou
para inibir a producdo de uma citocina por meio de células

que expressam MITIAL" significa uma substdncia de ocorréncia
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natural ou uma substéncia arbitréaria preparada

artificialmente.

Aqui, a expressdo "transducdo do sinal mediada por
MITIAL"™ significa transducdo do sinal através de MIIAL, o
que leva a uma alteracdo de qualquer fenotipo nas células
que expressam MIIAL descritas antes ou nos exemplos gque se
seguem (uma alteracéo na proliferacdo das células,
activacdo das células, inactivacdo das células, apoptose
e/ou a capacidade para produzir uma citocina arbitréria a

partir das células que expressam MIIAL).

"A substdncia" pode ser classificada principalmente em

"substédncia proteindcea" e "substdncia ndo proteinécea".

Exemplos de "substancias proteinéceas"” sédo 08
polipéptidos e anticorpos gque sSe seguem (anticorpos
policlonais, anticorpos monoclonais ou porgdes de

anticorpos monoclonais).

Quando a substéncia ¢ um anticorpo, ¢é preferencial-
mente um anticorpo monoclonal. Quando a substdncia € um
anticorpo monoclonal, inclui n&o apenas oS anticorpos
monoclonals derivados de mamiferos ndo humanos, mas também
08 anticorpos monoclonais quiméricos, recombinantes gque se
seguem, 0S8 anticorpos monoclonais humanizados recombinantes

e 0s anticorpos monoclonais humanos.

Quando a substédncia ¢é um polipéptido, inclui os
polipéptidos, fragmentos de polipéptidos (oligopéptidos),
polipéptidos de fuséao e polipéptidos quimicamente
modificados que se seguem. Exemplos de oligopéptidos sé&o
péptidos que compreendem 5 a 30 aminoacidos,

preferencialmente 5 a 20 aminoédcidos. Pode-se conceber uma
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modificacdo quimica consocante as véarias finalidades, por
exemplo, aumentar o semi-periodo de vida no sangue, no caso
da administracdo in vivo ou para aumentar a toleréncia
contra a degradacdo ou aumentar a absorcdo no tracto

digestivo na administracdo oral.

Exemplos de polipéptidos sdo os gque se seguem:

(1) Um polipéptido gque compreende toda ou uma porcdo de
uma regido extracelular de MIIAL;

(2) um polipéptido de fusdo que compreende toda ou uma
porcdo de uma regido extracelular de MIIAL e toda ou
uma porcdo de uma regido constante da cadeia pesada de
imunoglobulina; ou

(3) um polipéptido que se liga a MIIAL.

Exemplos de "substdncias ndo proteindceas" s&o ADN,

ARN e compostos sintetizados quimicamente.

Agui, "ADN" significa "ADN til como um ADN anti-
paralelo de um farmaco que compreende uma sequéncia parcial
de nuclebdtido de um ADN que codifica a MIIAL anterior
(preferencialmente MIIAL humana) ou o seu ADN quimicamente
modificado, que pode ser concebido com base no ADN (ADNc ou
ADN gendémico) que codifica a MIIAL". Especificamente, o ADN
anti-paralelo pode inibir a transcricdo do ADN que codifica
a MIIAL no ARNm ou a traducdo do ARNm numa proteina por

hibridacdo com o ADN ou o ARN que codifica a MIIAL.

A frase "sequéncia parcial de nucledétidos"™, tal como
se refere aqui, refere-se a uma sequéncia parcial de
nuclebdétidos que compreende um numero arbitridrio de
nucledétidos na regido arbitraria. Uma sequéncia parcial de

nucledétidos inclui 5 a 100 nucledtidos consecutivos,
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preferencialmente 5 a 70 nucledtidos consecutivos, mais
preferencialmente 5 a 50 nucledétidos consecutivos e ainda

mais preferencialmente 5 a 30 nuclebétidos consecutivos.

Quando se utiliza o ADN como um féarmaco de ADN anti-
paralelo, a sequéncia de ADN pode ser quimicamente
modificada em parte de modo a alargar o semi-periodo de
vida (estabilidade) no sangue guando o ADN ¢ administrado a
pacientes, para aumentar a permeabilidade da membrana
intracitoplédsmica do ADN ou para aumentar a resisténcia a
degradacdo ou a absorcdo do ADN administrado oralmente nos
brgdos digestivos. As modificacgdes quimicas incluem, por
exemplo, a modificacdo de uma ligacdo de fosfato, uma
ribose, um nucledtido, a parte de aclcar e a extremidade 3'
e/ou a extremidade 5' na estrutura do ADN de um

oligonucleétido.

As modificacdes das ligacgdes de fosfato incluem, por
exemplo, a conversdo de uma ou mais ligacdes em ligacdes de
fosfodiéster (D-oligo), ligacdes de fosforotioato, ligacdes
de fosforoditiocato (S-oligo), ligacdes de fosfonato de
metilo (MP-oligo), ligacdes de fosforoamidato, ligacdes que
ndo sdo de fosfato ou ligacdes de fosfonotioato de metilo
ou as suas combinacdes. A modificacdo de uma ribose inclui,
por exemplo, a conversdo em 2'-fluororibose ou 2'-0-
metilribose. A modificacdo de um nucledtido inclui, por
exemplo, a conversao em 5'-propiniluracilo ou 2-

aminoadenina.

Aqui, "ARN" significa ARN Util como um farmaco de ARN
anti-paralelo qgue compreende uma sSequéncia parcial de
nucledétidos de wum ARN qgue codifica a MIIAL anterior
(preferencialmente MIIAL humana) ou o seu ARN quimicamente

modificado, gque pode ser concebido com base no ARN que

18



codifica a MIIAL". O ARN anti-paralelo pode inibir a
transcricdo do ADN que codifica a MIIAL no ARNm ou a
traducdo do ARNm numa proteina por hibridac&o com o ADN ou

com o ARN que codifica a MIIAL.

A frase "sequéncia parcial de nucledbdtidos"™, tal como
se wutiliza aqui, refere-se a uma sequéncia parcial de
nuclebdétidos que compreende um numero arbitridrio de
nucledétidos na regido arbitrédria. Uma sequéncia parcial de
nuclebdétidos inclui 5 a 100 nucledtidos consecutivos,
preferencialmente 5 a 70 nucledtidos consecutivos, mais
preferencialmente 5 a 50 nucledétidos consecutivos e ainda

mais preferencialmente 5 a 30 nucledétidos consecutivos.

A sequéncia de ARN anti-paralelo pode ser quimicamente
modificada, em parte, de modo a alargar o semi-periodo de
vida no sangue quando o ARN é administrado a pacientes para
aumentar a permeabilidade da membrana intracitoplésmica do
ARN ou para aumentar a resisténcia a degradacdo ou a
absorcéo de ARN administrado oralmente nos brgéos
digestivos. As modificac¢des quimicas incluem modificacdes

tais como as que se aplicam ao ADN anti-paralelo anterior.

Exemplos de "um composto quimicamente sintetizado" sé&o
0s compostos arbitrdrios excluindo o ADN, o ARN e as
substidncias proteindceas anteriores, com um peso molecular
de cerca de 100 a cerca de 1000 ou menos, preferencialmente
um composto com um peso molecular de cerca de 100 a cerca
de 800 e mais preferencialmente um peso molecular de cerca

de 100 a cerca de 600.

O termo "polipéptido", incluido na definicdo anterior

de "substéncia", significa uma porcdo (um fragmento) de uma

cadeia de polipéptido que constitui a MIIAL (preferencial-
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mente MIIAL humana), preferencialmente toda ou uma porcéo
de uma regido extracelular do polipéptido que constitui
MITIAL (pode-se adicionar, eventualmente, 1 a 5 aminoacidos

no terminal N e/ou no terminal C da regido).

MIIAL, de acordo com a presente invencdo, ¢é uma
molécula da transmembrana que penetra a membrana da célula,

compreendendo 1 ou 2 cadeias de polipéptido.

Agui, uma "proteina da transmembrana" significa uma
proteina que estéd ligada a membrana da célula através de
uma regido peptidica hidrofdbica que penetra a dupla camada
de lipidos da membrana uma ou varias vezes e cuja estrutura
¢, no seu todo, composta por trés regides principais, isto
¢, uma regido extracelular, uma regido da transmembrana e
uma regido citoplésmica, tal como se vé em muitos
receptores ou moléculas da superficie das células. Essa
proteina da transmembrana constitui cada um dos receptores
ou a molécula da superficie das células como um mondmero ou
como um homodimero, heterodimero ou oligdmero acoplado com
uma ou VAarias cadeias com as mesmas sequéncias de

aminodcidos ou com sequéncias diferentes.

Agui, uma "regido extracelular" significa toda ou uma
porcdo de uma estrutura parcial (regido parcial) de toda a
estrutura da proteina da transmembrana mencionada antes em
que a estrutura parcial existe fora da membrana. Por outras
palavras, significa toda ou uma porcdo da regido da
proteina da transmembrana, excluindo a regido incorporada
na membrana (regido da transmembrana) e a regido gque existe
no citoplasma no seguimento da regido da transmembrana

(regido citoplésmica).
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"Umn polipéptido de fusdo", incluido na "substéncia
proteindcea" anterior, significa um polipéptido de fuséo
que compreende toda ou parte de uma regido extracelular de
um polipéptido constituinte da MIIAL (preferencialmente
MITIAL humana) e "toda ou porcdo da regido constante da
cadeia pesada de imunoglobulina (Ig, preferencialmente Ig
humana)". Preferencialmente, o polipéptido de fusdo é um
polipéptido de fusdo com a regido extracelular de MIIAL e
uma porcdo da regido constante da cadeia pesada da IgG
humana e, particularmente preferido, um polipéptido de
fusdo da regido extracelular de MIIAL e uma regido (Fc) de
cadeia pesada de IgG humana compreendendo uma regido
charneira, dominio Cp2 e dominio Cp3. Como IgG, prefere-se
a IgGl e como MIIAL, prefere-se uma MITIAL humana, de

murganho ou de rato (preferencialmente humana).

A expressdo "toda ou parte da regido constante da
cadeia pesada de imunoglobulina (Ig)", tal como se utiliza
aqui, significa qgue a regido constante da regido Fc da
cadeia pesada de imunoglobulina de origem humana (cadeia P)
ou uma parte dela. A imunoglobulina por ser qgualquer
imunoglobulina que pertenca a gqualquer classe e a qualquer
subclasse. Especificamente, a imunoglobulina inclui as IgGs
(IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4), IgM, IgAs (IgAl e IgA2), IgD e
IgE. Preferencialmente, a imunoglobulina é IgG (IgGl, IgG2,
IgG3 ou IgG4) ou IgM. Exemplos de imunoglobulinas
particularmente preferidas da presente invencdo sdo as que
pertencem as IgGs de origem humana (IgGl, IgG2, IgG3 ou
IgG4) .

A imunoglobulina tem uma unidade estrutura em forma de
Y em que quatro cadeias, compostas por duas cadeias leves
homélogas (cadeias L) e duas cadeias pesadas homdlogas

(cadeias P) qgue estdo ligadas através de pontes de
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disulfureto (ligacdes S-S). A cadeia leve & composta pela
regido variadvel de cadeia leve (V) e uma regido constante
de cadeia leve (Cp). A cadeia peada é composta pela regiéo
varidvel de cadeia peada (Vp) e uma regido constante de

cadeia pesada (Cp).

A regido constante de cadeia pesada ¢ composta por
alguns dominios com sequéncias de aminodcidos Unicas para
cada classe (IgG, IgM, IgA, IgD e IgE) e cada sub-classe
(IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4, IgAl e IgA2).

A cadeia pesada das IgGs (IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4) é
composta pelo dominio Cpl, pela regido charneira, pelo
dominio Cp2 e pelo dominioCr3 de Vp, por esta ordem, a

partir do terminal N.

Do mesmo modo, a cadeia pesada de IgGl é composta pelo
dominio de Cy:1l, regido charneira, dominio Cvyi2 e dominio
Cyi13 de Vp, por esta ordem, a partir do terminal N. A
cadeia pesada de IgG2 é composta pelo dominio Cy,l, regiéo
charneira, dominio Cv;2 e dominio Cvyy3 de Vp, por esta
ordem, a partir do terminal N. A cadeia pesada de IgG3 é
composta pelo dominio Cysl, regido charneira, dominio Cys2
e dominio Cy33 de Vy, por esta ordem, a partir do terminal
N. A cadeia pesada de IgG4 é composta pelo dominio Cyal,
regido charneira, dominio Cvy42 e dominio Cy4s3 de Vp, por

esta ordem, a partir do terminal N.
A cadeia pesada de IgA ¢é composta pelo dominio Col,
regido charneira, dominio Ca2 e dominio Ca3 de Vp, por esta

ordem, a partir do terminal N.

Do mesmo modo, a cadeia pesada de IgAl é composta pelo

dominio Conl, regido charneira, dominio Con2 e dominio Coi3
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de Vp, por esta ordem, a partir do terminal N. A cadeia
pesada de IgA2 ¢é composta pelo dominio Copl, regiédo
charneira, dominio Coy2 e dominio Coy3 de Vp, por esta

ordem, a partir do terminal N.

A cadeia pesada de IgD é composta pelo dominio Cd1,
regido charneira, dominio Cd2 e dominio Cd3 de Vp, por esta

ordem, a partir do terminal N.

A cadeia pesada de IgM é composta pelo dominio Cul,
dominio Cp2, dominio Cp3 e dominio Cu4 de Vp, por esta
ordem, a partir do terminal N e ndo tem regido charneira

como se vé na IgG, na IgA e na IgD.

A cadeia pesada de IgE é composta pelo dominio Cel,
dominio Ce2, dominio Ce3 e dominio Ce4 de Vp, por esta
ordem, a partir do terminal N e sem regido charneira como

se vé na IgG, na IgA e na IgD.

Se, por exemplo, se trata IgG com papaina, ela cliva
num local préximo do terminal N do lado oposto as ligacdes
de sulfureto que existem na regido de charneira em gque as
ligacdes de disulfureto se ligam as duas cadeias pesadas
para gerar dois Facs hombélogos, nos quais um fragmento de
cadeia pesada composto por Vp e Cpl estéd ligado a uma cadeia
leve através de uma ligacdo de disulfureto; e uma Fc, em
que dois fragmentos homdélogos de cadeia pesada compostos
pela regido charneira, o dominio Cp2 e o dominio Cp3 estéo
ligados através de ligacdes de disulfureto (ver "Immunology
Illustrated", original, 22 ed., Nankodo, pp.65-75 (1992); e
"Focus of Newest Medical Science Recognition Mechanism of

Immune System", Nankodo, pp.4-7 (1991); e etc.).
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Nomeadamente, "uma porcdo de uma regido constante da
cadeia pesada de imunoglobulina”™ mencionada antes significa
uma porc¢do da regido constante da uma cadeia pesada de
imunoglobulina com caracteristicas estruturais tal como as
mencionadas antes e, preferencialmente, ¢é uma regido
constante sem o dominio Cl ou a regido Fc. Especificamente,
um exemplo disto ¢é uma regido composta pela regido
charneira, o dominio C2 e o dominio C3 de cada uma das IgG,
IgA e IgD ou ¢ uma regido composta pelo dominio C2, o
dominio C3 e o dominio C4 de cada uma das IgM e IgE. Um
exemplo particularmente preferido é o da regido Fc de uma

IgGl de origem humana.

O polipéptido de fusdo mencionado antes tem a vantagem
de ser extremamente facil de purificar wutilizando uma
cromatografia de afinidade em coluna utilizando a
propriedade da proteina A que se liga especificamente ao
fragmento de imunoglobulina, porque o polipéptido de fuséo
da presente invencdo tem uma porcdo de uma regido constante
(por exemplo Fc) de uma imunoglobulina tal como IgG como
mencionado antes como parceiro de fusdo. Além disso, dado
que existem disponiveis varios anticorpos contra a Fc de
varias imunoglobulinas, pode-se realizar facilmente um
imuno-ensaio para os polipéptidos de fusdo com anticorpos

contra a Fc.

"Umn polipéptido que se liga a MIIAL” estd englobado
num “polipéptido” incluido na definicdo anterior de

"substédncia”.

Um exemplo especifico de "um polipéptido que se liga a
MITIAL" é uma porcdo de um polipéptido ou um polipéptido
inteiro que compreende uma molécula conhecida designada por

B7h, B7RP-1, GL50 ou LICOS, gque & um ligando que interage
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com MIIAL (Nature, Vol. 402, No. 6763, pp.827-832, 1999;
Nature Medicine, Vol. 5, No. 12, pp.1365-1369, 1999; J.
Immunology, Vol. 164, pp.1653-1657, 2000; Curr. Biol., Vol.
10, No.6, pp.333-336, 2000).

Preferencialmente, o polipéptido é um polipéptido gue
compreende toda ou uma porcdo de uma regido extracelular
dos ligandos anteriores (B7h, B7RP-1, GL50, LICOS) ou um
polipéptido de fusdo que compreende o polipéptido e toda ou
uma parte da regido constante da cadeia pesada de
imunoglobulina (preferencialmente uma imunoglobulina
humana). Aqui, as expressdes "regido extracelular" e
"regido constante de cadeia pesada de imunoglobulina"™ tém

0s mesmos significados j& mencionados antes.

Os polipéptidos, porcdes de polipéptido (fragmento) e
08 polipéptidos de fusdo mencionados antes podem ser
produzidos ndo apenas pela tecnologia de ADN recombinante,
tal como se menciona a seguir, mas também pPor um Processo
bem conhecido na técnica tal como o processo de sintese
guimica ou um processo de cultura de células ou uma

modificacdo desses processos.

O "anticorpo"™ da presente invencdo pode ser um
anticorpo policlonal (anti-soro) ou um anticorpo monoclonal
contra MIIAL de mamifero (particularmente e preferencial-
mente MITIAL humana) definido antes e, preferencialmente, um

anticorpo monoclonal.

Especificamente, o anticorpo €& um anticorpo com
actividade para inibir a proliferacdo das células que
expressam MIIAL por meio da ligacdo a MIIAL ou para inibir
a producdo de interferdo y ou de interleucina-4 por meio de

células que expressam MIIAL através da ligacdo a MIIAL.
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Os anticorpos da presente invengdo podem  ser
anticorpos naturais obtidos por imunizacdo de mamiferos
tais como murganhos, ratos, hamsters, porquinhos da Guiné e
coelhos, com um antigénio tal como células (células
naturais, linhas de células, células de tumor, etc.)
expressando a MIIAL da presente invencdo, transformantes
preparados utilizando a tecnologia de ADN recombinante de
modo a sobre-expressar MITAL na sua superficie,
polipéptidos que constituem as MIIAL ou os polipéptidos de
fusdo mencionados antes que compreendem o polipéptido da
MITIAL ou a regido extracelular de MIIAL. Os anticorpos da
presente invencdo também incluem anticorpos quiméricos e
anticorpos humanizados (anticorpos enxertados nas RDC) que
podem ser produzidos utilizando animais transgénicos que

produzem o anticorpo humano.

Os anticorpos monoclonais incluem os que tém qualquer
isdétopo de IgG, IgM, IgA, IgD ou IgE. IgG ou IgM sdo as

preferidas.

Um anticorpo policlonal (anti-soro) ou um anticorpo
monoclonal podem ser produzidos por processos conhecidos.
Nomeadamente, imuniza-se um mamifero, preferencialmente um
murganho, rato, hamster, porgquinho da Guiné, coelho, gato,
cdo, porco, cabra, cavalo ou vaca ou, mais preferencial-
mente, um murganho, rato, hamster, porquinho da Guiné ou
coelho, por exemplo, com um antigénio mencionado antes, se

necesséario com adjuvante de Freund.

Pode obter-se um anticorpo policlonal a partir do soro
obtido de um animal imunizado daquele modo. Além disso, os
anticorpos monoclonais produzem-se como Se segue. Os
hibridomas preparam-se a partir das células que produzem

anticorpos obtidas do animal assim imunizado e células de

26



mieloma que n&o sdo capazes de produzir auto-anticorpos. Os
hibridomas s&o clonados e rastreiam-se os clones gue
produzem os anticorpos monoclonais que exibem uma afinidade
egpecifica para o antigénio utilizado para imunizar o

mamifero.

Especificamente, um anticorpo monoclonal pode ser
produzido como se segue. As 1imunizacdes realizam-se por
injeccdo ou implante, uma vez ou vVvarias vezes, de um
antigénio mencionado antes como um imunogénio, se
necesséario, com adjuvante de Freund, subcutaneamente,
intramuscularmente, intravenosamnte, através da sola do pé
ou intraperitonealmente num mamifero nao humano,
egpecificamente um murganho, rato, hamster, porquinho da
Guiné ou coelho, preferencialmente um murganho, rato,
hamster (incluindo um animal transgénico gerado de modo a
produzir anticorpos derivados de outro animal tal como um
murganho  transgénico que produz o anticorpo humano
mencionado a seguir). Normalmente, as imunizacdes realizam-
se de uma a quatro vezes, cada um delas de catorze em
catorze dias depois da primeira imunizacdo. As células qgue
produzem  © anticorpo obtém-se dos mamiferos assim
imunizados em cerca de um a cinco dias depois da ultima
imunizacdo. A frequéncia e o intervalo das imunizacdes
podem ser arranjados apropriadamente consoante, por

exemplo, a propriedade do imunogénio utilizado.

Os hibridomas gque segregam um anticorpo monoclonal
podem ser preparados pelo processo de Kdhler e Milstein
(Nature, Vol. 256, pp.495-497 (1975)) ou por meio desse
processo modificado. Nomeadamente, preparam-se os
hibridomas fundindo as células que produzem 08 anticorpos
contidos num baco, ndédulo linfédtico, medula &éssea ou

amigdala, obtidos de um mamifero ndo humano imunizado, tal
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como se mencionou antes, preferencialmente um baco, com
mielomas sem a capacidade de produzir um auto-anticorpo,
que derivam, preferencialmente de um mamifero tal como um
murganho, rato, hamster, porquinho da Guiné, coelho ou ser
humano ou, mais preferencialmente, um murganho, um rato ou

um ser humano.

Por exemplo, pode-se utilizar, como mieloma para a
fusdo das células, um mieloma derivado de um murganho
P3/X63-AG8.653 (653), P3/NSI/1-Ag4-1 (NS-1), P3/X63-Ag8.UL
(P3U1), SP2/0-Agl4 (Sp2/0, Sp2), PAI, FO0, NSO ou BW5147, um
mieloma derivado de rato 210RCY3-Ag.2.3 ou um mieloma
derivado de um ser humano U-266AR1, GM1500-6TG-Al-2, UC729-
6, CEM-AGR, D1R11 ou CEM-T15.

Os hibridomas que produzem anticorpos monoclonais
podem ser rastreados por meio de hibridomas de cultura, por
exemplo, em placas de microtitulacdo e medindo a
reactividade do sobrenadante da cultura em pogcos em que se
observa o <crescimento do hibridoma, <com o imunogénio
utilizado para a imunizacdo mencionada antes, por exemplo,

por meio de um imuno-ensaio tal como RIA e ELISA.

Os anticorpos monoclonais podem ser produzidos a
partir de hibridomas por meio de cultura de hibridomas in
vitro ou in vivo tal como no fluido de ascites de murganho,
rato, hamster, porguinho da Guiné ou coelho
preferencialmente murganho e isolando os anticorpos do
sobrenadante da cultura resultante ou do fluidos das

ascites de um mamifero.
A cultura de hibridomas in vitro pode ser realizada

consoante, por exemplo, as propriedades das células a pdr

em cultura, o objecto do estudo e as varias condic¢des do
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processo de cultura, utilizando meios nutrientes conhecidos
ou qualguer meio nutriente derivado de um meio Dbésico
conhecido para o crescimento, manutencdo e armazenagem dos
hibridomas para produzir anticorpos monoclonais no

sobrenadante da cultura.

Exemplos de meios basicos sdo os meios com uma baixa
concentracdo em céalcio tal como meio Ham'Fl2, meio MCDB153
ou meio MEM com uma baixa concentracdo em céalcio e meios
com uma elevada concentracdo em céalcio tal como meio
MCDB104, meio MEM, meio D-MEM, meio RPMI1640, meio ASF104
ou meio RD. O meio bésico pode conter, por exemplo, Soros,
hormonas, citocinas e/ou varias substdncias, orgénicas ou

inorgdnicas, consoante o objectivo.

Os anticorpos monoclonais podem ser isolados e
purificados a partir do sobrenadante da cultura ou dos
fluidos de ascites mencionados antes, por meio da
precipitacdo em sulfato de amdénio saturado, processo de
precipitacdo de euglobulina, processo do é&cido caprdico,
processo do 4cido caprilico, cromatografia de permuta
idnica (DEAE ou DES52) e cromatografia de afinidade
utilizando uma coluna anti-imunoglobulina ou uma coluna de
proteina A.

Um "anticorpo monoclonal, guimérico, recombinante”™ &
um anticorpo monoclonal preparado por engenharia genética e
significa, especificamente, um anticorpo quimérico tal como
um anticorpo monoclonal quimérico de murganho/humano cujas
regides varidveis derivam de uma imunoglobulina de um
mamifero ndo humano (murganho, rato, hamster, etc.) e cujas

regides constantes derivam de uma imunoglobulina humana.
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Uma regido constante derivada de uma imunoglobulina
humana tem uma Unica sequéncia de aminodcidos para cada
isotipo tal como IgG (IgGl, IgG2, IgG3, IgG4), IgM, IgA,
IgD e IgE. A regido constante do anticorpo monoclonal,
quimérico, recombinante pode ser de uma imunoglobulina
humana que pertenca a qualquer isotipo. Preferencialmente,

¢ uma regido constante de IgG humana.

Um anticorpo monoclonal quimérico pode ser produzido,
por exemplo, como se segue. Ndo é necessidrio dizer que o

processo de produgdo ndo estd limitado.

Um anticorpo monoclonal, quimérico de murganho/humano
pode ser preparado com referéncia a Experimental Medicine:
suplemento, Vol. 1.6, No. 10 (1988); e ao pedido de patente
japonesa examinada e publicada No. (JP-A) Hei 3-73280.
Nomeadamente, pode-se preparar inserindo operacionalmente o
gene CP (gene C que codifica a regido constante da cadeia
P) obtida de um ADN que codifica uma imunoglobulina humana
a jusante dos genes activos de Vp (gene VDJ rearranjado que
codifica a regido varidvel da cadeia P) obtido de um ADN
que codifica um anticorpo monoclonal de murganho isolado de
um hibridoma gque produz o anticorpo monoclonal de murganho
e o gene Cp (gene C que codifica a regido constante da
cadeia L) obtido de um ADN que codifica uma imunoglobulina
humana a Jjusante dos genes activos de Vi (gene VJ
rearranjado que codifica a regido variédvel da cadeia L)
obtido de um ADN que codifica um anticorpo monoclonal de
murganho isolado do hibridoma, no mesmo vector ou num
vector diferente, de uma forma expressivel, seguido da
transformacdo das células hospedeiras com o vector de

expressdo e depois fazendo a cultura dos transformantes.
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Especificamente, primeiro extraem-se os ADNs a partir
de hibridomas que produzem anticorpos monoclonais de
murganho, pelo processo usual, digeridos com as enzimas de
restricdo apropriadas (por exemplo, EcoRI e HindIII),
submetem-se a electroforese (utilizando, por exemplo, 0,7 %
de gel de agarose) e analisaram-se por “Southern blotting”.
Depois do gel da electroforese ser corado, por exemplo, com
brometo de etidio e fotografado, d&o-se posicdes de
marcador ao gel, lava-se duas vezes com agua e embebe-se em
HC1 0,25 M durante 15 minutos. Depois, embebe-se o gel numa
solucdo de NaOH 0,4 N durante 10 minutos com uma ligeira
agitacdo. Transferem-se o0s ADNs para um filtro durante 4
horas pelo processo usual. Recupera-se o filtro e lava-se
duas vezes com 2x  SSC. Depois de se ter secado
suficientemente o filtro, leva-se a um forno a 75 °C
durante 3 horas. Depois de ter ido ao forno, trata-se o
filtro com 0,1 x SSC/0,1 % de SDS a 65 °C durante 30
minutos. Depois, embebe-se em 3 x SSC/0,1 % de SDS. Trata-
se o filtro obtido com uma solucdo de pré-hibridacdo, num

saco de pléastico, a 65 °C durante 3 a 4 horas.

Em seguida, adiciona-se ao saco o ADN sonda marcado
com *?P e uma solucdo de hibridacdo e faz-se reagir a 65 °C
durante cerca de 12 horas. Depois da hibridacédo, lava-se o
filtro com uma concentracéo de sal apropriada, a
temperatura de reaccdo e durante o tempo (por exemplo, 2 X
ssc/0,1 % de SDS, temperatura ambiente, 10 minutos)
apropriados. P&e-se o filtro num saco de pléastico com um
pequenc volume de 2 x SSC e submete-se a uma auto-

radiografia depois de se selar o saco.
O gene VDJ e o gene VJ rearranjados que codificam a

cadeia P e a cadeia L de um anticorpo monoclonal de

murganho sdo identificados pela andlise de “Southern
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blotting” mencionada antes. A regido, dgque compreende o0
fragmento de ADN identificado, é fraccionada por
centrifugacdo com um gradiente de densidade de sacarose e
insere-se num vector de fago (por exemplo, Charon 44,
Charon 28, AEMBL3 e AEMBL4). Transforma-se E. coli (por
exemplo LE392 e NM539) com o vector de fago para gerar uma
biblioteca gendmica. A biblioteca gendmica & rastreada por
uma técnica de hibridacdo de placas tal como o processo de
Benton-Davis (Science, Vol. 190, pp.180-182 (1977))
utilizando as sondas apropriadas (gene J da cadeia P, gene
J de cadeia L (x), etc.) para se obter clones positivos que
compreendem o gene VDJ ou o gene VJ rearranjados. Fazendo
um mapa de restricdo e determinando a sequéncia de
nucledétidos dos clones obtidos, confirma-se se se obtém os
genes compreendem os desejados gene (VDJ) de Vp ou o gene

(VJ) de Vp rearranjados.

Separadamente, isolou-se o gene Cp humano e o gene Cg
humano utilizados para a quimerizacdo. Por exemplo, gquando
se produz um anticorpo quimérico com IgGl humana, isola-se
0o gene Cyl como um gene de Cp e um gene CK como um gene de
Cr. Estes genes podem ser isolados a partir de uma
biblioteca gendémica humana com o gene Cyl de murganho e o
gene CK de murganho, correspondendo ao gene humano Cyl e o
gene humano Cx, respectivamente, como sondas, tirando
vantagem da elevada homologia entre as sequéncias de
nucledétidos do gene de imunoglobulina de murganho e o gene

da imunoglobulina humana.

Especificamente, isolam-se fragmentos de ADN que
compreendem o gene CK humano e uma regido potenciadora, a
partir da biblioteca gendmica humana de Charon 4A A HaelIlIl-
Alul (Cell, Vol.1l5, pp.1157-1174 (1978)), por exemplo,

utilizando um fragmento de HindIII-BamHI de 3 kb do clone
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Igl46 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 75, pp.4709-4713
(1978)) e um fragmento de EcoRI de 6,8 kb do clone MEP10
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 78, pp.474-478 (1981))
como sondas. Além disso, por exemplo, depois do ADN do
hepatécito fetal humano ter sido digerido com HindIII e
fraccionado por meio de electroforese em gel de agarose,
insere-se um fragmento de 5,9 kb em A788 e depois isola-se

0 gene humano Cyl com as sondas mencionadas antes.

Utilizando o gene Vpy de murganho, o gene V; de
murganho, o gene humano de Cr e 0 gene humano de Cp assim
obtidos e tomando a regido promotora e a regiéo
potenciadora em consideracdo, insere-se o gene humano de Cp
a Jjusante do gene de murganho da Vr e insere-se o gene
humano de Cp a jusante do gene de Vp num vector de expressédo
tal como pSV2gpt ou pSV2neo com as enzimas de restricédo
apropriadas e a ligase de ADN, pelo processo usual. Neste
caso, 0S8 genes guiméricos do gene de murganho de Ve gene
humano de Cp e o gene de murganho de Vi/gene humano de Ci
podem ser inseridos, respectivamente, no mesmo vector de

expressédo ou em diferentes vectores de expresséo.

Os vectores de expressdo onde estdo inseridos os genes
quiméricos assim preparados sdo introduzidos em mielomas
que nao produzem anticorpos, por exemplo, células
P3X63-Ag8-653 ou células SP210 pelo processo da fusdo de
protoplastos, o processo de DEAE-dextrano, o processo de
fosfato de cédlcio ou o processo de electroporacdo. Os
transformantes sdo rastreados por meio de uma cultura num
meio contendo um fArmaco correspondendo ao gene que tem
resisténcia ao farmaco inserido no vector de expressido e
depois obtém-se as células gue produzem os anticorpos

monoclonais quiméricos desejados.
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Os anticorpos monoclonais gquiméricos desejados séo
obtidos a partir do sobrenadante da cultura de células que

produzem os anticorpos assim rastreadas.

O "anticorpo monoclonal humanizado (anticorpo
enxertado numa RDC)" da presente invencdo ¢ um anticorpo
monoclonal preparado por engenharia genética e significa
egspecificamente um anticorpo monoclonal humanizado em gque
uma porcdo ou todas as regides de determinacdo de
complementaridade da regido hipervaridvel derivam das
regides de determinacdo de complementaridade da regiéo
hipervaridvel de um anticorpo monoclonal de um mamifero nao
humano (murganho, rato, hamster, etc.), as regides do
sistema da regido varidvel derivam de regides do sistema da
regido variadvel da imunoglobulina humana e a regido
constante deriva de uma regido constante de uma

imunoglobulina derivada de um ser humano.

As regibdes de determinacdo de complementaridade da
regido hipervaridvel existem na regido hipervaridvel na
regido variadvel de um anticorpo e significa trés regides
que directamente e complementarmente se ligam a um
antigénio (residuos de determinacdo de complementaridade,
RDC1, RDC2 e RDC3). As regides do sistema da regido
variavel significa quatro regides comparativamente
conservadas situadas a montante, a jusante ou entre as trés
regides de determinacdo de complementaridade (regido do

sistema, RS1, RS2, RS3 e RS4).

Por outras palavras, um anticorpo monoclonal
humanizado significa que todas as regides, excepto uma
porcéao ou todas as regides de determinacéo de
complementaridade da regido hipervaridvel de um anticorpo

monoclonal derivado de um mamifero ndo humano foram
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substituidas pelas regides correspondentes derivadas de uma

imunoglobulina humana.

A regido constante derivada de uma imunoglobulina
humana tem uma sequéncia Unica de aminodcidos para cada
isotipo tal como IgG (IgGl, IgG2, IgG3, IgG4), IgM, IgA,
IgD e IgE. A regido constante de um anticorpo monoclonal
humano na presente invencdo pode ser a de uma
imunoglobulina humana pertencendo a qualguer isotipo.
Preferencialmente, é uma regido constante de IgG humana. As
regides do sistema da regido constante derivada de uma

imunoglobulina humana ndo estdo particularmente limitadas.

Um anticorpo monoclonal humanizado pode ser produzido,
por exemplo, como se segue. E escusado dizer que o processo

de producdo ndo estd limitado.

Por exemplo, um anticorpo monoclonal  humanizado
recombinante, derivado de um anticorpo monoclonal de
murganho pode ser preparado por engenharia genética,
referido na traducdo Jjaponesa publicada de publicacéo
internacional (JP-WA) No. Hei 4-500458 e JP-A Sho 62-
296890. Nomeadamente, pelo menos um gene de uma RDC de
cadeia P de murganho e pelo menos um gene de uma RDC de
cadeia L de murganho, correspondendo ao gene de uma RDC de
cadeia P de murganho, s&o isolados a partir de hibridomas
que produzem anticorpos monoclonais de murganho e o gene
humano de cadeia P que codifica regides completas excepto a
RDC de cadeia P humana correspondendo a RDC de cadeia P de
murganho mencionada antes e o gene de cadeia L humana que
codifica toda a regido excepto a RDC de cadeia L humana
correspondendo a RDC de cadeia L de murganho mencionada
antes, sdo isolados a partir dos genes de imunoglobulina

humana.

35



Os genes da RDC de cadeia P de murganho e o0s genes da
cadeia P humana assim isolados séo inseridos
operacionalmente num vector apropriado de modo a poderem
ser expressos. Do mesmo modo, o0s genes da RDC de cadeia L
de murganho e os genes da cadeia L humana assim isolados
sdo inseridos operacionalmente num outro vector apropriado
de modo a poderem ser expressos. Alternativamente, os genes
da RDC de cadeia P de murganho/os genes da cadeia H humana
e 0s genes da RDC de cadeia L de murganho/os genes da
cadeia L humana podem ser operacionalmente inseridos no
mesmo vector de expressdo de uma forma expressivel. As
células hospedeiras sdo transformadas com o vector de
expressdo assim preparado para se obter transformantes que
produzem o anticorpo monoclonal humanizado. Fazendo a
cultura dos transformantes, obtém-se o desejado anticorpo

monoclonal humanizado a partir do sobrenadante da cultura.

O "anticorpo monoclonal humano" ¢é uma imunoglobulina
em que todas as regides que compreendem a regido variavel e
a regido constante de cadeia P e a regido variadvel e a
regido constante de cadeia L que constituem a imuno-
globulina derivam de genes que codificam a imunoglobulina

humana.

O anticorpo humano (preferencialmente o anticorpo
monoclonal humano) pode ser produzido por processos bem
conhecidos, por exemplo, da mesma maneira que o processo de
producédo dos anticorpos policonais ou monoclonais
mencionados antes, por imunizac¢do, com um antigénio, um
animal transgénico preparado por integracdo de pelo menos
um gene de imunoglobulina humana no local do gene de um

mamifero ndo humano tal como um murganho.
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Por exemplo, um murganho transgénico que produz
anticorpos humanos é preparado pelos processos descritos em
Nature Genetics, Vol. 7, pp. 13-21 (1994); Nature Genetics,
Vol.15, pp.146-156 (1997); JP-WA Hei 4-504365; JP-WA Hei 7-
509137; Nikkei Science, No.6, pp. 40-50 (1995); W094/25585;
Nature, Vo0l.368, pp. 856-859 (1994); e JP-WA No. Hei 6-

500233.

Além disso, também se pode aplicar uma técnica
recentemente desenvolvida para a producgdo de uma proteina,
derivada de um ser humano, de leite de wvacas ou porcas

transgénicas (Nikkei Science, pp. 78-84 (Abril, 1997)).

A frase "porgdo de um anticorpo", tal como se utiliza

na presente invencgdo, significa uma regido parcial de um

anticorpo monoclonal tal como mencionado antes.
Especificamente, significa F(ac'),, Fac', Fac, Fv
(fragmento varidvel do anticorpo), skv, dsFv (Fv

estabilizado com dissulfureto) ou dAc (anticorpo com um
unico dominio) (Exp. Opin. Ther. Patents, Vol.6, No.5,

pp.441-456 (1996)) .

"F(ac')," e "Fac” podem ser produzidos por tratamento
da imunoglobulina (anticorpo monoclonal) com uma protease
tal como pepsina e papaina e significa um fragmento de
anticorpo gerado por digestdo de uma imunoglobulina préxima
das ligacdes de dissulfureto nas regides de charneira
existentes entre cada uma das duas cadeias P. Por exemplo,
a papaina cliva a IgG a montante das ligacdes de
dissulfureto nas regides de charneira existentes entre cada
uma das duas cadeias P para gerar dois fragmentos homdélogos
do anticorpo em que a cadeia L é composta pela Vp (regido
varidvel da cadeia L) e Cp (regido constante da cadeia L) e

um fragmento da cadeia P composto pela Vr (regido varidvel
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da cadeia P) e Cpyl (regido vl na regido constante de
cadeia P) estdo ligados nas suas regides do terminal C
através de uma ponte de dissulfureto. Cada um destes dois
fragmentos hombélogos do anticorpo ¢é designado por Fac'
(Fab’ na terminologia inglesa). A pepsina também cliva a
IgG a jusante das ligac¢des de dissulfureto nas regides de
charneira existentes entre cada uma das duas cadeias P para
gerar um fragmento de anticorpo ligeiramente maior do que o
fragmento em que os dois Fac’s mencionados antes estéo
ligados na regido de charneira. Este fragmento de anticorpo

¢ designado por F(ac'), (F(ab'),.na terminologia inglesa).

A expressdo “rejeicdo do enxerto” da presente invencéo
refere-se a varias respostas imunitédrias gque tentam
rejeitar e eliminar um enxerto (uma parte de um organismo
vivo que ¢ transplantada; uma célula, um tecido ou um
brgdo) de um dador cujos antecedentes genéticos sé&o
diferentes dos do receptor (isto ¢, alo-transplante ou
xeno-transplante) dado que o receptor reconhece o enxerto
como uma substédncia estranha. As respostas imunitédrias que
acompanham este transplante podem ser classificadas em (1)
rejeicdo hiper-aguda, que é uma rejeicdo forte que ocorre
imediatamente depois do transplante; (2) rejeicdo aguda,
que se observa alguns meses apds o transplante; e (3)
rejeicdo crdénica observada varios meses apds o transplante.
Além disso, embora a imunidade celular devida as células
imuno-concorrentes representadas pelas células T e a
imunidade humoral devida aos anticorpos, ocorram de uma
forma intrinsecamente coordenada, a resposta principal é

dada pela imunidade celular.
Como resultado da rejeicdo de enxerto, o enxerto, em

Ultima andlise, torna-se necrdético e cai. Além disso, o

paciente desenvolve ndo apenas VvAarios sintomas sistémicos
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severos tal como febre, leucocitose e fadiga, mas também
edemas e amolecimento no sitio do transplante. Além disso,

podem ocorrer complicacdes severas como infeccdes.

Em particular, quando se transplanta um enxerto
xenogénico tal como o de um porco, ocorre um problema sério
de rejeicdo hiper-aguda gquando o enxerto ¢é rejeitado no

prazo de minutos.

O termo "enxerto", da presente invencdo, refere-se a
“um 6rgdo ou parte dele"™ ou a "um tecido” que é
transplantado para um mamifero receptor, de um mamifero

dador.

A frase "um O6rgdo ou parte dele" relativa ao
transplante da presente invencdo refere-se a um &rgéo
arbitradrio ou a uma porcdo dele que compde O organismo vivo
de um mamifero (preferencialmente um ser humano ou um POrco
e sendo especialmente preferido um ser humano). Um exemplo
preferido ¢ o figado, coracdo, pulmdo, péncreas, rim,
intestino grosso, intestino delgado ou uma porcdo desses
brgédos. Especialmente preferido é¢ o figado ou uma porcgéo

dele.

O termo "tecido", relacionado com a presente invencéo,
refere-se a um tecido arbitrdrio derivado de um organismo
vivo de um mamifero (preferencialmente de um ser humano ou
um porco e, preferencialmente de um ser humano). Um exemplo
preferido é¢ um tecido como pele, cbrnea, o0sso ou valvula

cardiaca; contudo ndo se limita a estes.
A  expressdo '"agente imuno-supressor", na presente

invencdo, refere-se a qualquer um ou a mais do gque um

agente imuno-supressor utilizado para suprimir uma rejeicédo
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imunoldégica (rejeicdo do enxerto) num receptor, causada
pelo transplante de um enxerto no transplante clinico de
células, tecidos ou o6rgdos, cujo fabrico e comercializacéo,
como agente farmacéutico, J& foram aprovados por uma
organizacdo governamental; ou qualguer um ou mais do que um
dos agentes imuno-supressores que sdo utilizados normal-
mente em ensaios clinicos e pré-clinicos ou gue sera
utilizado em ensaios c¢linicos no futuro, cujo fabrico e
comercializacdo como agente farmacéutico serdo aprovados

por uma organizacdo governamental depois dos ensaios.

Esses agentes imuno-supressores s&do utilizados né&o
apenas isolados, mas também em combinacdo com 2, 3 ou mais
agentes. Por isso, a expressdo "agente imuno-supressor" de
acordo com a presente invencdo inclui a utilizacdo de um
unico tipo de agente farmacéutico ou a utilizacdo combinada
de agentes farmacéuticos (preferencialmente utilizando 2 ou

3 agentes em combinacéo).

Preferencialmente, o agente imuno-supressor &, por
exemplo, um ou mais dos agentes farmacéuticos seleccionados

entre ciclosporina (CsA); tacrolimus (FK-506); azatioprina

(AZ); micofenolato de mofetilo (MMF); mizoribina (MZ);
leflunomide (LEF) ; esterdides adrenocorticais (também
conhecidos Ccomo hormonas adrenocorticais, cortico-

esterbdides, corticdides) tais como prednisolona e metil-
prednisolona; sirolimus (também conhecido como rapamicina);
desoxiespergualina (DSG) ; e FTY720 (nome quimico:
cloridrato de 2-amino-2-[2-(4-octilfenil)etil]-1,3-propano-
diol) e um “fédrmaco de CTLA4” descrito a seguir. Sé&o
especialmente preferidos um ou de tacrolimus (FK-506) e

ciclosporina ou ambos.
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A expressédo "fadrmaco de CTLA4", da presente invencdo,
refere-se a um medicamento que contém como ingrediente
activo (1) um polipéptido que compreende todo o comprimento
(incluindo moléculas gque tém praticamente a mesma sequéncia
de aminodcidos) ou toda ou uma porcdo de uma regido
extracelular de CTLA4 (antigénio 4 associado aos linfécitos
T citotdxicos; <sequéncia de aminodcidos> GenBank No. de
acesso NP 005205; <ADNc> n° de acesso do GenBank NM 005214)
humana; (2) um polipéptido de fusdo que compreende toda ou
uma porcdo da regido extracelular de CTLA4 humana e toda ou
uma porcao de outra proteina (especialmente e
preferencialmente, toda ou uma porcdo da regido constante
da cadeia pesada de imunoglobulina humana) (daqui para a
frente abreviada como CTLA4-IgFc ou CTLA4-Ig); ou (3) um
ADN que pode providenciar a um mamifero (especialmente e
preferencialmente a um ser humano) o polipéptido de (1) ou
o polipéptido de fusdo de (2) ou um vector gque compreende o
ADN (sendo especialmente preferido um plasmido geralmente
utilizado na terapia de genes ou um vector viral derivado
de um virus (retrovirus, adenovirus, virus adeno-associado,

etc.) ou similar).

Aqui, cada um dos termos/frases tais como "regido
extracelular", "uma porcédo", "regido constante da cadeia
pesada de imunoglobulina", "polipéptido de fusdo" e
"praticamente o mesmo" tém os mesmos significados que se

definiram antes.

H& um certo numero de relatdrios sobre o significado
do efeito imuno-supressor da CTLA4-Ig mencionada antes. Por
exemplo, o forte efeito imuno-supressor de Y100F (a
tirosina da posicdo 100 ¢é substituida por alanina)
desenvolvido pela Bristol-Myers Squibb/Repligen tem sido

confirmado em varias experiéncias com animais e este
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produto também estd incluido como um dos farmacos de CTLA4
da presente invencdo (Igaku no Ayumi, Vol.194, No.l4,
p.1195-1200, 2000; J. Clin. Invest., Vol.103, p.1223-1225,
1999; N. Engl. J. Med., Vol. 335, p. 1369-1377, 1996; J.
Exp. Med., Vol. 178, p. 1801-1806, 1993; Blood, Vol. 94, p.
2523-2529, 1999; Nature Med., Vol. 6, p. 464-469, 2000;
Blood, Vol. 83, p. 3815-3823, 1995; J. Clin. Invest., Vol.
2, p. 473-482, 1998; Blood, Vol. 85, p. 2607-2612, 1995; N.
Engl. J. Med., Vol. 340, p. 1704-1714, 1999; N. Engl. J.
Med. Vol. 335, p. 1369-1377, 1996; J. Clin. Invest., Vol.
103, p. 1243-1252, 1999).

A frase "veiculo aceitédvel sob o ponto de vista
farmacéutico", da presente invencdo, inclui um excipiente,
um diluente, wuma carga, um agente de decomposicido, um
estabilizante, um conservante, um tampdo, um emulsionante,
um agente aromdtico, um corante, um adog¢ante, um agente
para aumentar a viscosidade, um aromatizante, um agente
para aumentar a solubilidade ou qualquer outro aditivo.
Utilizando um ou mais desses veiculos, pode-se formular uma
composicdo farmacéutica em comprimidos, pds, granulos,
injeccbdes, solucgdes, cépsulas, pastilhas, elixires,

suspensdes, emulsdes, xaropes, etc.

A composicdo farmacéutica pode ser administrada
oralmente ou parentericamente. Outras formas para a
administracéo parentérica incluem uma solucéo para
aplicacdo externa, supositdérios para administracdo rectal e
supositdérios vaginais, prescritos pelo processo usual, gue

compreende um ou mais ingredientes activos.
A dose pode variar consoante a idade, género, peso e

sintomas de um paciente, efeito de tratamento, via de

administracdo, periodo de tratamento, tipo de ingrediente
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activo (a "substéncia", de acordo com a presente invencéao,
mencionada antes) contido na composicdo farmacéutica, etc.
Normalmente, a composicédo farmacéutica pode ser
administrada a um adulto numa dose de 10 pg a 1000 mg (ou
10 ng a 500 mg) por cada administracdo. Consoante as varias
condicdes, uma dosagem inferior a mencionada antes pode ser
suficiente nalguns casos e uma dosagem superior a

mencionada antes pode ser necessaria noutros.

No caso de uma injeccdo pode-se produzi-la dissolvendo
ou suspendendo um anticorpo num veiculo ndo tdxico,
aceitdvel sob o ponto de vista farmacéutico, tal como uma
solucdo salina fisioldgica ou &gua destilada disponivel no
mercado para injeccéo, ajustando a concentracdo num
intervalo de 0,1 pg de anticorpo/ml de veiculo até 10 mg
anticorpo/ml de veiculo. A injeccdo assim produzida pode
ser administrada a um paciente humano gque necessite do
tratamento numa dose variando de 1 pg a 100 mg/kg de peso
do corpo, preferencialmente no intervalo de 50 pg a 50
mg/kg de peso do corpo, uma ou mais vezes por dia. Exemplos
de wvias de administracdo sdo as vias de administracéo
apropriadas sob o ponto de vista da medicina tais como
injeccéo intravenosa, injeccéo subcuténea, injeccéo
intradérmica, injeccdo intramuscular, injeccdo intra-
peritoneal ou similar, preferencialmente injeccéo

intravenosa.

A injeccdo pode também ser preparada num diluente né&o
aquoso (por exemplo, propileno-glicol, polietileno-glicol,
b6leos vegetais tal como azeite e &lcool tal como etanol),

suspensdo ou emulsédo.

A injeccdo pode ser esterilizada por filtracdo com um

filtro de filtracdo de Dbactérias, misturando um agente
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bactericida ou por radiacdo. A injeccdo pode ser produzida
de tal maneira gque se prepara no momento da utilizacéo.
Nomeadamente, liofiliza-se de modo a ser uma composicéo
sbélida esterilizada gque pode ser dissolvida em 4&gua
destilada esterilizada para injeccdo ou outro dissolvente,

antes da sua utilizacéo.

A  composicdo farmacéutica da presente invencdo é
extremamente Gtil para a supressiao, prevencdo e/ou
tratamento de rejeicdo imunoldgica (rejeicdo do enxerto),
que é um problema sério em terapias em que se transplanta
um 6érgdo (figado, coracdo, pulmdo, rim, pancreas, etc.) ou
uma parte dele ou um tecido (tal como pele, cdrnea € 0SSO)
de um dador transplantado (alo-transplante ou xeno-
transplante) para um receptor afectado por uma doenca

cardiovascular severa.

Além disso, a composicdo farmacéutica da presente
invencdo pode aumentar o efeito da supressdo da rejeicdo do
enxerto (rejeicdo imunoldgica) por meio da presenca de
agentes imuno-supressores administrados para suprimir a
rejeicdo do enxerto durante essas terapias de transplante
quando se utiliza a composicdo farmacéutica em combinacéo

com 0Os agentes imuno—supressores.

Breve descricdo dos desenhos

A fig. 1 mostra o efeito de um anticorpo anti-MIIAL e/ou
um agente imuno-supressor na supressdo de rejeicédo
imunoldgica (rejeicdo de enxerto) que acompanha o
transplante de um 6rgdo, wutilizando como indice, o
prolongamento da sobrevivéncia do enxerto num receptor

que foi transplantado com um figado de um dador.
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A fig. 2 mostra o efeito de supressdo da rejeicédo
imunoldgica (rejeicgéo do enxerto) que ocorre
acompanhando o transplante de um &6rgdo por meio de um
anticorpo anti-MITIAL e/ou um agente imuno-supressor, dJue
utiliza como indice, o prolongamento dos dias de
sobrevivéncia do enxerto do figado transplantado de um
dador para um receptor.

A fig. 3 mostra o efeito de supressdo da rejeicédo
imunoldgica (rejeicéo do enxerto) que ocorre
acompanhando o transplante de um 6rgdo por meio de um
anticorpo anti-MIIAL (também chamado anticorpo anti-
COEI), gque utiliza como indice, a extensdo dos dias de
sobrevivéncia do enxerto do coracdo transplantado de um
dador para um receptor.

A fig. 4 mostra o efeito de supressdo da rejeicédo
imunoldgica (rejeicéo do enxerto) que ocorre
acompanhando o transplante de um &érgdo, por meio de
MITIAL-Ig (também chamado anticorpo COEI-Ig), que utiliza
como indice, a extensdo dos dias de sobrevivéncia do
enxerto do coracdo transplantado de um dador para um
receptor.

A fig. 5 ¢é uma fotografia que mostra o grau de
infiltracdo das células que expressam MIIAL num Ccoracao
transplantado.

A fig. ©6 mostra o efeito de supressdo da rejeicédo
imunoldgica (rejeicéo do enxerto) que ocorre
acompanhando o transplante de um &6rgdo por meio de um
anticorpo anti-MITIAL e ou AdCTLA4-Ig, que utiliza como
indice, a extensdo dos dias de sobrevivéncia do enxerto
do coracdo transplantado de um dador para um receptor.

A fig. 7 mostra o efeito de uma anti-MIIAL utilizada em
combinacdo com AdCTLA4-Ig na supressdo da vrejeicéo
imunoldgica (rejeicdo de enxerto) que acompanha o

transplante do 6rgdo, que utiliza como indice a presenca
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ou a auséncia da sobrevivéncia do enxerto de um coracgdo
transplantado (transplante primario do coracao e
transplante secunddrio do coracdo) e pele transplantada

(transplante primario da pele) num receptor.

Melhor prdtica de realizacdo da presente invencédo

Daqui para a frente, a ©presente invengdo seré
ilustrada, especificamente, com referéncia aos exemplos,
mas nao serd construida como estando limitada aos

enquadramentos descritos nos exemplos.

[Exemplo 1] Supressdao da rejeigdo de enxerto por meio de

uma substéncia que regula as MIIAL no transplante de figado

<1> Materiais e processos

<1-1> Animais

Utilizaram-se ratos Lewis adultos (machos, 210-250 qg)
e ratos DA (machos, 210-250 g) como receptores e dadores,

respectivamente.

<1-2> Anticorpo monoclonal de MIIAL anti-rato

Utilizou-se um anticorpo monoclonal ©purificado a
partir de fluido de ascites ou do sobrenadante da cultura
obtido por meio da cultura in vitro ou in vivo do hibridoma
relatado previamente e designado por "JTT-1" (este
hibridoma tinha sido internacionalmente depositado em 11 de
Outubro de 1996 no National Institute of Bioscience and
Human-Technology, Advanced Industrial Science and
Technology, Ministry of Economy, Trade and Industry, que é

uma agéncia internacional depositédria, certificada a luz do
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Tratado de Budapeste com o n® internacional de acesso: FERM
BP-5707) que produz um anticorpo monoclonal de MIIAL de
murganho anti-rato (anticorpo monoclonal de antigénio JTT-1
de murganho, anti-rato), JP-A Hei 11-29599 (exemplos 1 e 2)
e pedido de patente internacional No. W098/38216 (exemplos
1 e 2)). Daqui para a frente, este anticorpo ¢ simplesmente

referido como "anticorpo anti-MIIAL".

<1-3> Transplante de figado

No seguimento do processo de Kamada et al., referido
antes, fez-se o transplante de figados de ratos dadores DA
para ratos receptores Lewis (Surgery, 93, p.o64, 1983;
Transplantation, 30, p.43, 1980; Transplantation, 28, p.47,
1979).

Especificamente, os figados obtidos a partir de ratos
DA foram lavados por meio de Jjacto de &gua destilada
esterilizada, arrefecida com gelo, a partir da veia portal.
Em seguida, iniciou-se o transplante dos figados para os
ratos de Lewis receptores, suturando a veia cava supra-
hepatica. Depois, utilizando a técnica da bainha, suturou-
se a vela portal e a veia cava supra-hepédtica (Transplant.
Proc., 19, p.1158, 1987; Transplantation, 43, p. 745,
1987).

Se o0s ratos morrerem no prazo de 3 dias depois do
transplante estar completo, isto terd sido considerado como
sendo uma falha técnica do transplante. Como resultado, a

Q.

taxa de sucesso do transplante foi de 95 %.

<1-4> Administragdo do anticorpo anti-MIILA e/ou de um

agente imuno-supressor
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Depois de o transplante estar completo, o anticorpo
anti-MITAL e/ou o agente imuno-supressor FK-506 foram
administrados a cada um dos ratos Lewis (contendo cada
grupo 5-9 animais) nas doses e nos tempos que se descrevem
a seguir. O dia em gque o transplante estava completo foi

contado como o dia zero (0).

O grupo a que ndo se administrou nem o anticorpo anti-
MITIAL nem o agente imuno-supressor FK-506 foi wutilizado

como controlo.

1. Anticorpo anti-MIIAL (1 mg/kg; injeccdo intravenosa;
dia 0)

2. Anticorpo anti-MIIAL (1 mg/kg; injeccdo intravenosa;
dia 0 e 6)

3. Anticorpo anti-MIIAL (1 mg/kg; injeccdo intravenosa;
dia 0, 3 e 6)

4., Anticorpo anti-MIIAL (1 mg/kg; injeccdo intravenosa;
dia 0, 3, 6, 9 e 12)

5. Anticorpo anti-MIIAL (0,3 mg/kg; injeccéo
intravenosa; dia 0, 3, 6, 9 e 12)

6. FK-506 (1 mg/kg; injeccdo intramuscular; dia 0)

7. Anticorpo anti-MIIAL (1 mg/kg; injeccdo intravenosa;

dia 0) e FK-506 (1 mg/kg; injeccdo intramuscular; dia 0)
A duracdo da sobrevivéncia do enxerto do figado
transplantado, no receptor, foi avaliada e determinada de
acordo com o ensaio de Kaplan-Meier.
<2> Resultados
Os resultados estdo ilustrados na fig. 1 e na fig. 2.

Parte dos dados na fig.2 s&o actualizacdes dos dados da

fig. 1.
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Como resultado, no grupo a gque se administrou o
anticorpo anti-MITIAL (1 mg/kg), que se administrou 3 vezes
ou 5 vezes, durante um periodo de tempo, no seguimento do
transplante, observou-se um prolongamento significativo da
sobrevivéncia do enxerto do figado transplantado, comparado

com o do controlo.

Além disso, no grupo a que se administrou uma dosagem
baixa de anticorpo anti-MIIAL (0,3 mg/kg) a administracdo
foi feita 5 vezes ao longo de um certo periodo de tempo no
seguimento do transplante, observou-se um prolongamento
significativo similar da sobrevivéncia do enxerto do figado

transplantado.

Além disso, surpreendentemente, gquando se administrou
o anticorpo anti-MIIAL, administrou-se apenas uma vez em
combinacdo com FK-506, que ¢ um agente imuno-supressor
utilizado clinicamente para varios fins e a sobrevivéncia
do enxerto do figado transplantado foi muitissimo
prolongada, tendo sido consideravelmente mais prolongada do

que quando se administrou apenas FK-506 (1 mg/kg), uma vez.

A partir destes resultados, revelou-se o seguinte.

1) O anticorpo anti-MIIAL suprime significativamente a
rejeicdo do enxerto (rejeicdo imunoldgica) que acompanha
o0 transplante de um enxerto tal como o de um &érgéo.

2) A rejeicdo do enxerto que acompanha o transplante de
um enxerto, tal como o de um 6érgdo, pode ainda ser
suprimida utilizando o) anticorpo anti-MITAL em
combinacdo com um agente imuno-supressor, comparada com

a situacdo em que se utilizou apenas um deles.
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[Exemplo 2] Supressdo da rejeigdo imunolégica por meio de
uma substéncia que regula as MIIAL no transplante de

coracgao (parte 1)

<1> Reagentes, animais e processo de ensaio

<1-1> Animais

Utilizaram-se murganhos C3H/He adultos (machos, com 6
semanas de idade) e murganhos BALB/c (machos, com 6 semanas

de idade) como receptores e dadores, respectivamente.

<1-2> Preparagadao de um anticorpo monoclonal de MIIAL anti-

murganho

A preparacdo foi feita como se segue.

Utilizando o ADNc que codifica toda a segquéncia de
aminoadcidos da MIIAL de murganho relatada previamente (Int.
Immunol., Vol. 12, No. 1, p. 51-55, 2000), preparou-se uma
célula transformada que expressa MIIAL de murganho, de
acordo com processos normalizados utilizando a tecnologia

de recombinacdo genética.

A célula transformada foi homogeneizada e ultra-
centrifugada (100.000x  g) e recolheu-se o) residuo
centrifugado contendo a fracgcdo da membrana da célula e
suspendeu-se em SBF. A fracg¢do da membrana da célula obtida
foi injectada em conjunto com adjuvante Freund completo na
sola da pata de um rato Wistar para a imunizacdo inicial
(dia 0). Além disso, administrou-se a fraccdo da membrana
da célula como um antigénio, na sola da pata, a intervalos,
no dia 7, dia 14 e dia 28, Dois dias depois da imunizacéo

final, recolheram-se células de ndédulos linféticos.
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As células dos nédulos linfaticos e as células de
mieloma de murganho PAI (JCR No. B0113; Res. Disclosure,
vVol. 217, p. 155, 1982) foram misturadas numa relacdo de
5:1 e preparou-se um hibridoma produzindo um anticorpo
monoclonal fundindo as células utilizando, como o agente de
fusdo, o polietileno-glicol 4000 (Boehringer Mannheim). A
seleccdo do hibridoma realizou-se por meio da cultura num
meio ASF104 contendo HAT (Ajinomoto) contendo soro bovino

fetal a 10 % e aminopterina.

Mediram-se as intensidades de fluorescéncia das
células coradas por meio da reaccdo dos sobrenadantes da
cultura de cada hibridoma com as células transfectadas que
expressam MIIAL recombinante de murganho mencionadas antes
e depois fazendo-as reagir com IgG anti-rato marcada com
FITC (capa 1) wutilizando o citdémetro de fluxo de EPICS-
ELITE ©para confirmar a <reactividade dos anticorpos
monoclonais produzidas no sobrenadante da cultura de cada
hibridoma contra MIIAL de murganho. Como resultado,
obtiveram-se varios hibridomas que produziram anticorpos
monoclonais com reactividade em relacdo a MIIAL de

murganho.

Um deste hibridomas foi designado por "B10.5". Este
hibridoma (10° a 10’ células/0,5 mL/de cada murganho) foi
injectado intraperitonealmente a um murganho ICR nu/nu
(fémea, 7 a 8 semanas de idade). Dez a vinte dias mais
tarde realizou-se uma laparotomia ao murganho, sob
anestesia e realizou-se uma preparacdo em larga escala de
anticorpo monoclonal de MIIAL de rato, anti-murganho
(IgG2a) a partir de ascites obtidas de acordo com
procedimentos normalizados. Daqui para a frente, este
anticorpo ¢ simplesmente referido como "anticorpo anti-

MITIAL".
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<1-3> Transplante de coragéao

No seguimento do processo relatado previamente, os
coragdes dos ratos dadores BALB/c foram transplantados para
os abdbémenes dos murganhos receptores C3H/He. 0
desaparecimento da pulsacdo do coracdo transplantado foi

considerado como sendo o inicio da rejeicdo do enxerto.

<2> Experiéncia 1 (administragdo de anticorpo anti-MIIAL)

A cada murganho C3H/He (10 murganhos) que tinham
completado o transplante, administrou-se o anticorpo anti-
MIIAL (10 mg/kg) imediatamente apds o transplante (dia O;
200 pg), no dia 2 (200 pg), no dia 4 (200 ng), no dia 7
(200 pg) e no dia 10 (100 pg). Utilizou-se como controlo o
grupo (25 murganhos) ao qual ndo se administrou o anticorpo

anti-MIIAL.

A duracdo da sobrevivéncia do enxerto do coracéo
transplantado no receptor, no seguimento do transplante,
foi avaliada e determinada de acordo com o ensaio de

Kaplan-Meier.

A duracdo média da sobrevivéncia do enxerto do coracéo

transplantado nos receptores foi como se segue:

(grupo a gque se administrou o anticorpo anti-MIIAL)
duracdo da sobrevivéncia do enxerto: 9 dias em 1
murganho, 10 dias em 3 murganhos, 13 dias em 4
murganhos, 16 dias em 2 murganhos

(grupo de controlo)

duracdo da sobrevivéncia do enxerto: 6 dias em 2

murganhos, 7 dias em 9 murganhos, 8 dias em 7
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murganhos, 9 dias em 3 murganhos, 10 dias em 4

murganhos

A duracdo da sobrevivéncia do enxerto no grupo de
controlo a qgue ndo se administrou o anticorpo anti-MIIAL
foi de 7,9 dias, mas, pelo contrdrio, foi de 12,3 dias no
grupo a gque se administrou o anticorpo anti-MIIAL e um
prolongamento significativo da sobrevivéncia do enxerto do
coracdo transplantado foi demonstrado no grupo a dgque se

administrou anticorpo anti-MIIAL.

<2> Experiéncia 2 (administragdo de anticorpo anti-MIIAL ou

MIIAL-Ig)

Os animais (dadores e receptores) e o anticorpo anti-
MITIAL utilizados foram os mesmos gque o0s mencionados antes.
A MITIAL-Ig utilizada neste exame foi uma proteina de fuséo
entre IgG-Fc e a regido extracelular da MIIAL de murganho
preparada do mesmo modo que referido num relatdrio anterior
(pedido de patente internacional No. W098/38216; pedido de
patente europeia No. EP0984023).

O transplante do coracdo foi realizado de uma maneira

semelhante a da experiéncia 1.

A cada murganho C3H/He que tinha completado o
transplante, administrou-se, intraperiteonalmente, anti-
corpo anti-MIIAL (100 mng/dia) ou MIIAL-Ig (100 ng/dia)
imediatamente a seguir ao transplante (dia 0), no dia 2, no
dia 4, no dia 7 e no dia 10. Utilizou-se como controlo o
grupo a que ndo se administrou nem anticorpo anti-MIILA nem

MIIAL-Ig.
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A duracdo média da sobrevivéncia do enxerto do coracéo
transplantado para o0s murganhos receptores foi de,
aproximadamente, 7,7 dias no grupo de controlo, enquanto o
grupo a que se administrou o anticorpo anti-MIIAL foi de
aproximadamente 40,9 dias (valor intermédio: 29 dias/ valor
maximo: 120 dias) e no grupo a que se administrou MIAAL-Ig
foi de 30 dias ou mais (valor intermédio: 20 dias/ valor
maximo: 64 dias) (fig. 3 e fig. 4). Nomeadamente, tanto no
grupo a que se administrou o anticorpo anti-MIIAL como no
grupo a que se administrou MIIAL-Ig, demonstrou-se um
prolongamento significativo da sobrevivéncia do enxerto do

coracdo transplantado.

Além disso, por meio da coloracdo com hematoxilina/
eosina (coloracéo HE) , de acordo com processos
normalizados, analisou-se o grau de infiltracdo das células
que expressam MIIAL (COEI) no coracdo transplantado, em
cada um dos murganhos de <controlo (sem tratamento
terapéutico depois do transplante do coracéo) e 0S8
murganhos aos quais se administrou anticorpo anti-MIIAl

depois do transplante.

Como resultado, no grupo ndo tratado, observou-se uma
significativa infiltracdo de células que expressam MIIAL
(COEI) assim como necrose do musculo cardiaco (porcéo
corada). Por outro lado, no coracdo transplantado de um
murganho ao qual foi administrado anticorpo anti-MIIAL, né&o
se observou necrose do musculo cardiaco e confirmou-se um
decréscimo significativo da infiltracdo de células que

expressam (COEI) (fig. 5).
[Exemplo 3] Supressdo de rejeig¢des imunolégicas por

substidncias que regulam as MIIAL nos transplantes do

coragido e de pele
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<1> Reagentes, animais e método de ensaio

<1-1> Vector de adenovirus

Produziu-se um adenovirus recombinante contendo uma
cassete de expressdo quer de ADNc que codifica hCTLA4-Ig
(proteina de fusdo que compreende a regido extracelular de
CTLA4 humana e Fc humana) gquer do gene de (-galactosidase
de E. coli (lacZ) por recombinacdo homdéloga entre a cassete
dos cosmidos de expresséo pAdex/CAhCTLA4-Ig
(Transplantation, Vol. 68, No. 6, p. 758, 1999) e o genoma
do adenovirus da estirpe parental (Proc. Natl. Acad. Sci.

EUA., Vol. 90, No. 24, p.11498-11502, 1993).

Em seguida, o virus recombinante proliferou dentro da
linha de células 293 derivada de rim humano. Recolheu-se o
vector do virus preparado desta maneira e armazenou-se pPor
congelacdo a -80 °C. O adenovirus recombinante contendo o
ADNc de hCTLA4-Ig e o adenovirus contendo LacZ foram

designados por AdCTLA4-Ig e AdLacZ, respectivamente.
<1-2> Animais e anticorpo

Utilizaram-se ratos Lewis adultos, machos (210-250 g)
(RT1') como receptores e um rato DA adulto, macho (210-250

g) (RT1*) ou ratos BN (RT1") como dadores.

Utilizou-se o anticorpo monoclonal de MIIAL anti-rato

preparado no exemplo 1.

<1-3> Transplante de coragdo e de pele e método de ensaio

No seguimento de um método relatado previamente (J.

Thorac. Cardiovasc. Surg., Vol. 57, No. 2, p.225-229,
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1969), transplantaram-se os coracdes obtidos dos ratos DA
para o abdémen de ratos Lewis. Imediatamente depois do
transplante do coracdo, administrou-se, intravenosamente,
numa dose uUnica, um anticorpo de MIIAL anti-rato (1 mg/kg)
e/ou AdCTLA4-Ig (10° unidades de formacdo de placa; pfu)

aos ratos receptores.

O grupo de animais transplantados ao qual nédo se
administrou nem anticorpo de MIIAL anti-rato nem AdJCTLA4-Ig
e o grupo de animais transplantados ao qual, em vez disso,
se administrou AdLacZ, foram utilizados como controlos. O
processo de tratamento de cada grupo de animais esté

ilustrado a seguir.

Grupo 1: Alotransplante (Lewis/DA) sem tratamento

imuno-supressor.

Grupo 2: Isotransplante (Lewis/Lewis) sem tratamento

imuno-supressor.

Grupo 3: Alotransplante (Lewis/DA) com administracdo

de AdLacZ.

Grupo 4: Alotransplante (Lewis/DA) com administracdo

de AdCTLA4-Ig.

Grupo 5: Alotransplante (Lewis/DA) com administracdo

de anticorpo anti-MIIAL.

Grupo 6: Alotransplante (Lewis/DA) com administracdo

de AdCTLA4-Ig e anticorpo anti-MIIAL.

O desaparecimento da pulsacdo do coracdo transplantado

foi considerado como sendo o completar da rejeicdo do
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enxerto. Confirmou-se a rejeicdo do enxerto por anéalise
histolégica de células mononucleares gue se tinham
infiltrado no tecido do coracdo transplantado e a necrose
das células do musculo por coloracdo com HE, de acordo com

métodos normalizados.

Em seguida, na parede torécica lateral dos ratos
receptores do grupo 4 e do grupo 6, em Qgue O cCOracao
transplantado sobreviveu durante um longo periodo,
transplantou-se um enxerto de pele suficientemente espesso
de um rato dador DA, no 140° dia apbds o transplante do
coracdo. Depois do transplante de pele, ndo se realizou
nenhum tratamento imuno-supressor com o anticorpo anti-
MITIAL, AdCTLA4-Ig ou qualquer outro. Determinou-se o fim da
duracdo da sobrevivéncia do enxerto de pele gquando o grau
de enxerto de pele, visualmente observado, diminuiu para

10 % ou menos do estado inicial.

Depois, no 200° dia a partir do transplante inicial do
coracdo de rato DA, utilizando a técnica da bainha (Acta.
Pathol. Microbiol. Scand. [A], Vol. 79, No. 4, p. 366-372,
1971), transplantou-se novamente o coracdo de um rato dador
DA para a regido cervical de 3 ratos receptores do grupo 6
que indicaram rejeicdo do enxerto depois de receberem o

transplante de pele do dador.

Além disso, no 150° dia a partir do transplante
inicial do coracdo de ratos dadores DA, transplantaram-se
coracdes de ratos dadores BN para os ratos receptores
remanescentes do grupo 6 em gque o coracdo transplantado

sobreviveu durante um longo periodo.
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A avaliacdo estatistica do grau de sobrevivéncia do
enxerto nos receptores realizou-se de acordo com o ensaio

de Kaplan-Meier.

<2> Resultados do exame

Como se mostra na fig. 6, ndo se observou um
prolongamento significativo da sobrevivéncia do enxerto do
coracdo transplantado para receptores, gquando comparado com
0 grupo dos animais ndo tratados nos quais se realizou um
xenotransplante (grupo 1), no grupo de animais a que se
administrou AdLacZ (grupo 3) e no grupo de animais a que se
administrou uma Unica dose do anticorpo anti-MIIAL (grupo

5) .

Por outro lado, no grupo de animais a que se
administrou AdCTLA4-Ig (grupo 4), a sobrevivéncia do

enxerto do coracdo transplantado (coracdo de rato DA

inicialmente transplantado) foi significativamente
prolongada (a média: aproximadamente 64 dias). Além disso,
em 3 ratos do grupo 4 (10 ratos), observou-se a

sobrevivéncia do enxerto do coracdo transplantado durante

um longo periodo de 100 dias ou mais (fig. 6).

Além disso, no grupo de animais em que se utilizou, em
combinacdo, AdCTLA4-Ig e anticorpo anti-MIIAL (grupo 6), a
sobrevivéncia do enxerto do coracdo transplantado (coracéo
inicial do rato DA) foi prolongada indefinidamente (300

dias ou mais) em todos os receptores (fig. 0).
Nos ratos receptores do grupo 4, o coracéao

transplantado (coragcdo de rato dador DA inicialmente

transplantado) foi rejeitado simultaneamente com a rejeicédo
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da pele transplantada, enquanto nos ratos receptores do

grupo 6 ndo se observou rejeicdo do coracdo transplantado.

Como se mostra na fig. 7, em todos os ratos receptores
do grupo 4 e do grupo 6 que receberam transplante de pele
de um dador, a pele transplantada foi rejeitada. Contudo,
ao contrario do grupo 4 e do grupo de controlo em gue a
rejeicdo da pele transplantada se concretizou em 12 dias ou
menos a partir da data do transplante da pele, o)
aparecimento da rejeicdo foi de alguma forma retardado e
verificou-se no prazo de 16 dias ou menos no grupo 6. Este
resultado mostra que a utilizacdo combinada de AdCTLA4-Ig e
anticorpo anti-MIILA pode retardar a rejeicdo da pele
enxertada, comparada com O caso em que se utiliza

isoladamente AdCTLA4-Ig.

E interessante que nos ratos receptores do grupo 6, em
que se confirmou uma sobrevivéncia de longo prazo do
enxerto do coracdo transplantado (coracdo inicial de rato
DA), a pele transplantada foi completamente rejeitada como
mencionado antes, mas a sobrevivéncia do enxerto foi vista
por um periodo indefinido no segundo coracdo transplantado
(coracdo de rato dador DA transplantado uma segunda vez).
Além disso, nos ratos receptores, o coracdo do dador

transplantado inicialmente sobreviveu ao longo do exame.

Nos receptores do grupo 6, para O qual os coracdes de
ratos dadores BN foram transplantados, os coracdes de ratos
DA inicialmente transplantados continuaram a pulsar e
sobreviveram durante o exame, mas o0s coracdes de ratos
dadores BN transplantados uma segunda vez foram rejeitados
num periodo similar ao dos resultados dos animais do grupo

1.

59



Aplicabilidade industrial

As composicbdes farmacéuticas da presente invencdo sé&o
extremamente Uteis na supressao, prevencdo e/ou no
tratamento de rejeicdo imunoldgica (rejeicdo de enxerto),
um sério problema que acompanha as terapias adjuvantes dos
transplantes (alotransplante ou xenotransplante) de &érgdos
(figado, coracdo, pulmdes, rins, péancreas, etc.), partes
deles ou tecidos (pele, cdbdrnea, osso, etc.) de dadores para

receptores afectados por severas doencas cardiovasculares.

As composicdes farmacéuticas da presente invencéo
podem também suprimir mais fortemente rejeicdes de enxertos
quando utilizadas em combinacdo com agentes imuno-
supressores existentes que sdo administrados para suprimir
rejeicdes de enxertos (rejeigdes imunoldgicas) nessas

terapias de transplante.

Além disso, uma composicdo farmacéutica que compreende
um anticorpo humano contra MIIAL, incluido nas composicdes
farmacéuticas da presente invencéo, ¢ um medicamento
extremamente Util, porque ndo causa dquaisquer efeitos
colaterais tais como alergia gquando se administra o

anticorpo derivado de murganhos a seres humanos.

Lisboa, 27 de Maio de 2010.

60



2.

REIVINDICAGOES

Utilizacdo de uma substéncia com actividade para regular
a transducdo de sinal mediada por MIILA para potenciar o
efeito de um ou mais agentes imuno-supressores na
supressao, tratamento ou prevencdo da rejeicdo de
enxerto que acompanha o transplante de um 6rgdo, de uma
porcédo de um dérgdo ou de um tecido, caracterizada pelo
facto de a referida substédncia se seleccionar entre uma

qualquer de (a) a (e);

(a) um anticorpo gque se liga a MIILA ou uma porcgéo
do referido anticorpo;

(b) um polipéptido que compreende toda ou parte de
uma regido extracelular de MIIAL;

(c) um polipéptido de fusdo que compreende toda ou
uma porgcdo de uma regido extracelular de MIIAL e
toda ou uma porcdo de uma regido constante da
cadeia pesada de imunoglobulina;

(d) um polipéptido que se liga a MIILA; e

() um ADN anti-paralelo ou um ARN anti-paralelo

contra MIIAL.

Substéancia, de acordo com a reivindicacéao 1,
caracterizada pelo facto de o referido agente imuno-
supressor ser um ou mais agentes terapéuticos
seleccionados no grupo gque consiste em farmacos de
azatioprina, esterdides adrenocorticais, ciclosporina,
mizoribina e tacrolimus (FK-500), micofenolato de
mofetilo, leflunomide, sirolimus, desoxiespergualina,

FTY720 e CTLAA4.



Substédncia, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizada pelo facto de se utilizar em combinacéo

com tacrolimus (FK-506) e/ou um férmaco de CTLA4.

Substéncia, de acordo com uma qualqguer das
reivindicacdes 1 a 3, caracterizada pelo facto de o

referido transplante ser um alotransplante.

Substéncia, de acordo com uma qualgquer das
reivindicacdes 1 a 3, caracterizada pelo facto de o

referido transplante ser um xenotransplante.

Substéncia, de acordo com uma qualquer das
reivindicacées 1 a 5, caracterizada pelo facto de a
referida substédncia ser um anticorpo que se liga a MIIAL

ou a uma porcdo do referido anticorpo.

Combinacdo farmacéutica de uma substdncia que tem
actividade para modular uma transducdo de sinal regulada
pela MIIAL e um ou mais agentes imuno-supressores,
caracterizada pelo facto de a referida substédncia se
seleccionar a partir de qualguer um dos seguintes (a) a

(e);

(a) um anticorpo que se liga a MIILA ou uma POrcgao
do referido anticorpo:

(b) um polipéptido que compreende toda ou parte de
uma regido extracelular de MIIAL;

(c) um polipéptido de fusdo gque compreende toda ou
uma porcdo de uma regido extracelular de MIIAL e
toda ou uma porcdo de uma regido constante da
cadeia pesada de imunoglobulina;

(d) um polipéptido que se liga a MIILA; e



() um ADN anti-paralelo ou um ARN anti-paralelo

contra MIIAL.

8. Combinacdo farmacéutica, de acordo com a reivindicacédo
7, caracterizada pelo facto de o referido agente imuno-
supressor ser um ou mais agentes terapéuticos
seleccionados no grupo gue consiste em azatioprina,
esterdides adrenocorticais, ciclosporina, mizoribina e
tacrolimus (FK-506), micofenolato de mofetilo,
leflunomide, sirolimus, desoxiespergualina, FTY720 e um

fadrmaco de CTLAA4.

9. Combinacdo farmacéutica, de acordo com uma qualgquer das
reivindicacdes 7 ou 8, caracterizada pelo facto de a
referida substédncia ser um anticorpo que se liga a MIIAL

ou a uma porcdo do referido anticorpo.

Lisboa, 27 de Maio de 2010.



RESUMO

SUPRESSORES DA REJEIQAO DE ENXERTOS

Verificou-se que 0s
anticorpos contra MITAL
(também conhecidos como ICOS
e 8F4) e MITAL-Ig tém
efeitos terapéuticos signi-
ficativos em relacéo a
supressdo e a prevencdo da
rejeicéo de enxertos. A
rejeicdo de enxertos € um
problema sério associado com
0 transplante de tecidos e
de o6rgédos (alo-transplante
ou xeno-trans-plante),
realizado para tratar varias
insuficién-cias de brgéos
(figado, coracéao, rim,

pancreas, etc.)
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