DESCRICAQO
DA
PATENTE DE INVENCAO

N2 o97.277

REQUERENTE: IMUTRAN LIMITED., britinica, industrial,
em 21 Holborn Viaduct, London EC1A 2DY
INGLATERRA

EPIGRAFE: "PROCESSO PARA A PREPARACAO DE FORMULACOES
FARMACEUTICAS, CONTENDO, POR EXEMPLO, CICLOS
PORINA A E FACTOR DE VENENO DE COBRACAPELO,
UTEIS PARA A INIBICAO DA REJEICAO DE ALOEN
XERTO E DE XENOENXERTO CONCORDANTE"' -

INVENTORES: pAVID JAMES GRAHAM WHITE: JOHAN BEYERS VAN
DEN BOGAERDE '

Reivindicagdo do direito de prieridade ao abrigo do artigo 4° da Convengio de Paris
de 20 de Marco de 1883.

REINO UNIDO, em 9 DE ABRIL DE 1990, SOB O No.GB90079T71.6

INPI. MQD, 13 RF 16732



PREROCESED FORA A
Do, POR EXEMFLO, CICLO

FORMULAGEES F%Eﬁ&CéV?Iiégi EONTER-

~CAFELD, OTEIS PARA & INIBICED D& REJEICHED DF ALOENYERTD E DE

‘sparacdo de  uma
cluie na referida foroula
tendo wma actividade semelhants 34 da ciclosporina g
veneno de  cobra-capelo, ou oubtro inibidor do ocom mxlemento, os

gquais podem sec usados & conjunto um com o oubro para & promogio

dz scobreviviEncia do alosnuertc o do sencenserto concordants ©

para aviitar gus st

srgerios seiam reisitados



Este invento relaciona-ss com fﬁ”mﬁld e
Uteis no  tratamento  da rejeicl3o crénica de alosnusrios o da
rejeicdo de  xencenxertos concordantes. O invento relacicna-se
#ESim com @ prosogio da sohrevivEncia  do enzert
pravencio da perda do snxsrio, num hospedsiro.
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oEo snhrs sstes

oE consiste no facto de um snzerto
de orglo vascularizado trana;l%ntaam gk
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e sapdoiss discordantes

& rajsitado
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o horas 3 sascularizacEo 1t Sy nooirdantes, =

rejeic¥o hiperasguda de xenoenuerios n¥o se verifics, O snzerios
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serdn redeitados, e freguentemente de um medo arglerado,
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Boird Doorrer no espaco e varios diss s ond3o Iy
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noras ou minutos,
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nipEraguds 2 oum resuliado

natuwralmente conkra a @

s concordantes,
por outro lado, sobrevivem pelo menos dursnte um curto pesriodo ds
tempo viste ndo estarem presentes ssses anticorpos capazes de

DRSS & Bua destrud

grEmplos na  bibliograf
para demonstrar esta difersnca. Talver os mais elagantes sejam os
de Hammer {em  "ignograftt 25% (Bark &, Hardy, Ed} Elsevier,
amsterdam (1989)). Usando EEMDrE o CECQ oomD espécie recipisnte,
Hammar indica os tespos de sobrevivencia dos gnxarios de rim como

sendn o seguintes:
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Az quatro Gltimas interaccSes seriam nests base senosn-

!'

serios discordantes,. enguanto gque oz gustro primeirps  senoenxsr-
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D

g concorganiBgs com & prEsERCE O
i o

i
1
i
-
1
r}
2
5
i)
i
"1:_."
“‘l
i
;....
5
3
iz
e
m
W
i
i
Hi
:I

corpos hemcaglutinantes

Mum nivel ascadémico, existem algumas dificula

izoladas no gue se refers a0 gques & sssencialmentes um definicdo de
trabalho sobre as relacBes entre espdcies concordantes & discor—
dantes. Sob um ponto de vists ~&tico, contudo, tendo como

P
dade o presente  invenbo, duss espécies difersntes 3o
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ica, de modo a svitar s r=jgig§a niperaguda. O Reguesrimsnto
da Fatente Internacional POT/BE9S/81575 por sremplo  relacicna—se
e aprezentaces sspecificas com animais dadorss d zenoenyerios
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{GFY oy proteina cofactor ds mesmbrana  (MOFY Y.



Dz orgdos dos animais dadoress n8o s¥3p rejeitados hiperagudamesnts
guando enuertados num animal gues serias normalmesnts sncarads como

¥
ados ooand relacionados concordantemnen e fo i 334 a8 suaE

alvo pretendidas.

Exemplos de sspéciss tendo uma relscio concordante, tal
comn Tol definide  anteriorssnte, incluss lsbre-coelho, Ccriceto—
~rato & primata n¥o humano-humano,  incluindo,  poe suemplo,
pabuino-humano, chimpanzé-humans & macaco-humano.

A promogdEc  da sobrevivEncia do enxerto fol  alvo de
atengio tanto no campo  dos zenosnszertos (dizcordantes & concore

dantes! & alpensertos. Aproveitando as  primeiras sugestSes gue

foram feitas para & proooclso  da sobrevivEncia do  ssnosnesrio
dizcordants, Adachi et gl (Transplant. Froc. XI5 (1) 1314%-11523)
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traram—se a ciclosporina A, a aspirina & o factor vensno de

cobra-capelo.  Sdicionsliments, foi o estudads & cambin";é de
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factor wvenesno de

i
g o grupo tratado com ciclosporina &
cobra-capelo e o grupo bratado apenas com factor veneno de  cobra
capelo’. Ds tempos de sobrevivEncia médios variaram sntre 46 = S6

horas. Kemp eto a2l {(Transplant. ‘roc. K1% {6Y 44714474 (19ET7Y
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também sstudaram varics potenciais promobores da sobrevivEncia de

ritos discordantes num  estuds de senosnsertos  de rim dez
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april, anaiagril, nifedipina, prostaciclina, cromoglica—

to de ssdic, uma combinacH3o azatioprinalds corbicosteroids, ciclos-
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-y B ComparacHo
que sobreviveram durants 2,9 diaz  em média. Homan st al {Trans-
T OLEY 144166 (1981)) estudaram o efeito da circl
promogio da sobrevivEncia do xenoenzerto concordante. &
vEncia fol pars uma média de 21 diss, em comparaco

os ndo tratados. Monden st al {Trans-—
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S~744  {19B7)}  smstudaram  senoenzsrbos oo
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i
figado ocriceto-para-rato & verificaram queg a ciclosporina & n
i

i
apressntave um efeilo promotor da sobrevivincia zignificativo es
comparagdo com controlos  nHo bratados. Valdevers et al {Trans-~
plant. Proc. YIX (1) 11581159 (1987)) também estudaram xenosne

i
zertos do figado criceto-para-rato e verificraram ume melhoria
de sobravivincia do snuerio, on comnparacio

d
com os controlos, guando & ciclosporinag 8 fol administrada  em

plensctomiz; a mEciia
= 32 oo e 3 3 =g e " e, % - - 3 § o~
uma mddia de 17,4 dias. Enschitle 2 21 {Trans-

(13 1I37-1139 (19873,
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TLIY; mas desta ver em conjunclo com a terapduti-
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orinag f, scbre a promogio da sobrevivEncia do
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cardiacos criceto-para-rato, a ciclosporineg & em doses elevadas
prolongavs significativamente a2  sobrevivinoia, mas SPENAs um
reciplents ccasional apresentou funclo do snxerto a longo prazo.
TLLI sm combinaclo o
significativaments a sobrevivincias do snaerino

A terapfutice convencional contra a rejeiclo do  alosn-
5

& ou s combina—
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Ao com sstercides ou azaiiaprin ou ambos. Ma opinifio de  alouns,
1

i

combinagHo de terapfuticas triplas no representa uma melhoris
e relagdo A terapfulica usando ciclosporine & isoladamente.
Estas terapfuticas s¥o eficazes na prevencioc = reversZo  da
rejsicdEo aguds do enxerto, 8 provavelments retards
rejeigdo crénics do  enwerto, mas parsce  apresentarem um efeitn

pagquens ol nulo sobre & reversEc  da reisicln crénics apds o ssu

O presente invento procura  promover a melhor  sobrevi-

vEncia, ou svitar a rejsic¥o, de senoensertos efou alosnxertos. O

invento baseia-3& ne peroec¥o ds gus a sobrevivincia de  csnoone
+ =

& ohravivEncia de oEnHertos,
the aumentads por tratamento com ums combins—

¢Eo de ciclosporina & g de factor vensno de cobra-capslo, ou por
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um  imunossupressor  com sactividads

de scordo com o invento

TEm szsim dols componentes, pelo menos. Un primeiro conposto & umn

indibidor do complemento. O inibideor do complemento pode ou evitar
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A activag8o do complemento ou  fazer & sus remocZo ou deplecoio,

ot de wn ol mais dos ssus oo
do complementn ird inibir as vias tantp o1
da activago do complemento. £ assim preterid

o
complepento actus & fim de bloguear a vis =m CEy seia por  inibi-

g8o, remoo wi¥ tomado em consideraco, gue
anticorpos {(por sxemplo anticorpos monoclonais) contes 03 podem

ussdos comd o inibidor do complemento no prezents  invento.

d

o complemento dteis incluem factor de  activa-—
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imanto (DAF) & proteins cofactor de  membrans
soidvel (MOF). Um dos inibidores do complemento mais preferidos &

O Taoor veneno de cobra-capelo.

Oz venenos de cobra constituem uma  das EBCFE;EEE
animais mals complexas, contendo  wm vasto numero de  su instEncias
ica

com  diferentes actividades farmecoldgicas &  hbi ioguim
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prezench om venenos de principios gus afectem o complements i3 &

conbecida hd guase um sdculo. & accl
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{Maia nais kaouthial schre o complensnte do soro fol estudada com

um certa detalhe. 0 factor activo & uma glicoproteina com um peso
meiecular de 144Eka qus =& combing com o factor B do soro ns
presenga de ilies de magnésio. 0 factor B & ent¥o dividido esm dois
componentes pela acc¥o proteclitics do factor D do Sorn, criando
Bb & Ba. 0 complexo CoF-Bh, onde CoF representa o facioer  vensno
de cobra-capelo, € um enzims o convertase altaments  active

&
fazendo a divis3oc sa 03I & 5. Contudo, diferentemsnts das conver-—
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tases normais em 03 e 05, o Cof-Bh & resis

aguladores do conplemsento normal. s
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nuar, até todo o 03 ter sido convertido, fazendo

¢80 sficar da actividade do complemento individuzl., & divisdo de

factores de vensno de

convertase de D5, mas




para a finalidade do presente invento. A inibicHo do  complemento
ndo =2 restrings a vensnos do  género Naja. Eggertsen st al

oo 18 B7-%45 {1988) ) sstudaram venenos ds cobras das Tami-

lias Elapidae Viperidas & Crotslidae. Dos 28 vensnos santudados,
22 apresentam a capacidade de inibir a actividade do complemsnto
humano normal. & ani trutura do factor veneno da  cobra-—
—rapElo sugere gque sejis o squivalente do CF da cobra ~capslo oDuoum

seu produto de degradac3o parcial.
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actor vensno de cobra-capelo, g factorss veneno de

[4'

H
aeralmente admini

outras cobras, ndEn strados no  presente
irvento na sua forme nativa, devido & Sbvios problsmas de tosici-

dade. Ma ausfncia de outras medidas paras

i

ombater o probilema da

nEo oubtros, levam a prescrever a uiilizag¥o do factor substsn-

cialmente purificado. O factor vensno de cobra- capsio, sob &
forma de uma preparacHo Eemimpurifigadag pode ser obtids s partir
deg fornsosdores gu

ted, Foole, Dorset

[ s . : e
{51 14 Chemicals Limi-

e i tambds fornscem

vaneno de  colva-capelo

crt para purificag¥o pelo wutilizador. Um Exgmplo de um  processo
A
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& indicadn nos
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preparativo para o factor vensno  de cobra-capel

Berd tomado em considerac¥o gue, pars além da ubiliza-
£

cHo do factor veneno de  cobra-capelo natural & de

outras cobras, andlogos  desses factorss  {ipcluindo e agmentos
activos! podem ser usados neste invento, tal como acontscse Con



utilizacdo no pressnts invento 2 a sua capacidade para formar  um
complexo estavel com o factor Eh que 2 resistenis ac mecanismo
normal  de  decomposicHo.  Outras moléculas aprasentando =zta
caracteristica s3o  szsin tambén preferidas pars utilizacHs no
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conhecimento dos especizlistas nesta béonica = inclusm  ciclosg

Uma aprsssntacdo particularmentes preferida do

invento & uma formulacH3o farmacButica quE Conpresn

VENENo de cabra~cape1m 2 Ciclosporing A, dois dos
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individusis sais preferidos discutidos an ericrmente
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complamento 8 um imunossupressor com uma actividads semns

thanta A
da ciclorporina A para utilizacHo como uma preparagdc combinada

-
para utilizac¥o simultdnes, separadz ou sequancial na promocfo da
stbrevivinola oy para evitar a3 reieicEc do alosneerico I £
iy =

sgnoanxerto concordantes.
De acordo com um  terceiro azpEcto do invento, propor-—

ciona-se um 2stojo compreendendo uma preaparagio farmacButica de

£t
um indbidor do complemenito 2 uma preparacio Tarmaciutica de  um

T
imunossupressor com actividads semelhants & da ci closporina A.
A ciclosporing 8 2 oubros IMUNOSSURFESSSOrEs  com Uma
actividade smelhante & da ciclosporine & serdc  ususlmente

invento,

Ngssss casos, a preparaclc contendo LMUNoSSUprEssor Serd sshdril.
Contudo, 3 propria ciclosporins #; & alguns outros  iounossupres-—

sores,; podem  ser administrados oraiments, caso ssse sm gus &
ezterilidade n¥o constitul um factor essencial, & préopris ciclios—

Y

porina 4 & apsnas ligsiraments solivel oo Agua & para fins de
ordsn pratica & preferido dissclve-la num dlec, tal como um  Sleo
vagetal. Verificou-se ser aceitiavel na pratica o az
dizsclugio em &lec S8 & necesséria guando a2 trata de um

zupressor que ndo & soldvel ns dgua, & em teramos gerais, o

inunossupressor pode ser dizsoclvido em qualousr veiculo fisicldé-

gicaments acsitdvel apropriado. NMalguns casos, & diaaalug%a PO
mesno nEe 5@ necessidria. 8 concentracio & gual o inunossupressoe

# preparado  dependera, svidentemsnts, da natureza oo peSnrio

Y i
imnessupressor & da dosg pretendida, gque dependerd geralments da

origntacdo do médico essistente. Regra geral, contudo, foi
considerado aproprisdo preparar formulacBes da ciclosporina  com

uma concentragio variando sntre 1 e

E
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mgsml, tipicamente entre cercs de & mi/ml para utiliza
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8 a injecg¥o  suboutdnsa pode apr
vantagens da injeccHo  intramuscu

oode ser usada se as circunstanci
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proporciona-se a utilizacio de um

il INOSRSHUMTERSTE Cnm uUms ac vitdad
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um  agente para
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do complemento. e acordo com oum quinto aspecto do invento,
proporciona-se s utilizac¥o de um  inibidor do complemnsnto  na

preparacio de um agente para a p

mDgED da sobreviveno oL pars

svitar & rejeigdo de um  alosnxerto ou de um xenosnxzsrto gy Tod nd o
dante, num recipients de enxerto 3 ser tratado com um imunossy-
pressnr com uma actividade semslhante & da ciclosporing &. O
&CA0 num metodo para & promogEo da  sohree

alosndsertn ou de  um

xenoenzerto concordante, num hospedeirp, compresndendo o métndo s

& um recipisnts  de

idads semelhante & da
apropriado eficar mas

1
oo, tomando em oconsideracHo & espécis s ser tratada B oo

L Y

orgdo a  ser btransplantado. O limite superiocr da bolerancisz &
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CIrlosporina A nos seres human erminads  psla sua  acclBo

t
nefrotduica 2 pela  idade do recipients. 20 mgikg  por dia  pode
constituilr um limite supesrior indcuo para o tratamento de  seres

humanes em muiios casos, smsbora oubras gEnECies possan aprssentar

toler@ncias mais slevadaz. & ciclosporina & & sficaz em  baiuas

doses, & assim, a guantidade maiz baixa que pode se- administrads

sErs simplesments a guantidads mais  baiss gqua did  origesm a uma
resposta eficar. Dusntidades de 1 oo 2 mzikg por dia  revelaram
S8 nalguns casos, EEs. LomD regra gersl, pode-ss adminis-—
brar entre § e 18 mgfkg por diz. Se sdministerada parentdricansn—
tw, & ciclosporina A pode ser indectads oo dias alternados, caso
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gEo de escolhay  mais particularmente a  rcicl snorina & pode  ser

atiministrada duss veres por diz ou com maioe TrequiEncia para  dar



origem a uma dose didria total na ordem dos S oa 1o mgilkg, de
£ o

oreterdincia

ihants & d administrados =m doses =

.;:
1 como serd detersinado pelo médic assisten—

or do complemsnto, fal como  factor venesno de

ol
obira~capelo, serd, em regra, administrado fuma guantidads gue
f 1

ird inibir com eficdcia & do ocomplesnsnito tal

detarminado pelo ensaio da hemdlize do complemento {(OH.. 1. 0O

iimite superior indcuo para a administragio de fachkor veneno da

cobra-capelo ndc  foi determinado, mas doses de 2 ma/kog  n¥o

parecen ser ioxicas. A dosagsm minima do factor vereno de  cobira-
= -

~capelo depsnds da =

o
palo snsaio EHrf, Varificou-sa gus dosses sntire &,.91 & 8,1 o 2,2

mgskg sEo sficazxss para o factor vensno de cobra-capslo.

eficazes e ndo téxicas de nubros inibidores do complamnsnto podem
o

0 factor veneno de cobra-capelo levae cerce de & horas

pErE gQue s suas sctividads
r..‘

nads de um dia, por exemplo 2 dias, = assim oz sdministracso

dor factor veneno de cobra-capelo pode n¥o ser necessicis

P - 2

Com efeito, & preferivel administrar o fazoctor veneno de cohra—-ca-
gug s doses dildriss

i T = - - e gme 3 - =f o

ouplicadass no dia  da

ificou-s2 que um regime oo dosansm

-]
particularments apropriado  consiste em administrar 2.4 mgihg
intramuscularmente aw dizs aliernados.
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coluna foi sni¥o sluida & 43,8 ml por hora com o tamp8o  inicial
ztd 8 ahsorvincis . do sflusnte &=

L2 o efl voltar a2 8. Um gradientse
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4 litros @ 3 litros  do templo de partida e tampdc

A totalidads

hombeada para uma

Bephadey BF80 {(fin

de & mi foram  re

slemenio descendente

~28%0 prontas para
& anti-complementaridade do factor veneno de cobra-ca—
palo referida antericrmente pode ser medida pelo método gus  se
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Meste sxemplo, o ratos sX¥o ratos DA de Banting and
Kingdom, & ps cricetos s¥o cricetos Siriocs, também de Bant g and

ing
Kingdom. Ssguindo o método de Heron {(Acta Pathol. WMicrobiol.
st

somand. V9 3&6~-F7E {1971)), coracles de cricets foram ens

nos pescocos de ratos. & aorta fol reunids & artériz  cardtida

bater no sspagio de alguns minutos anss & remocio dos grampos. &

pele fol ent¥o  fechads sobre o coracEo implantado, o gual foi

monitorizado didriaments por palpacBo suterna.

o cardiacn  =3n

S T
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o wands o
facto de se administrar ciclosporing & nums doss de 70 mgfkg  am
dizs alternados. & cicleosporine & foi administrada sob 2 forms de

uma preparagio de 29 mgiml em areits 5 injectada  intramoscular-
&

= gm dias alternasdos,
Ou dados da za%revivﬁncia g snderto s¥o de novo indicsdos  na

Figura l: linha 2 apresentands ps resultados  deste guempla. A

A

taxe de sobrevivinoias médis & de 3 dias.

O processo  do Exemplo 1 foi  repstido, grospbuando o
o swe administrado numa doso

de @4 mgikg em dias alternados. O factor venesno de  cobra— capslo

fol ademiniztrado sob a3 Torms de ums snlucdo $.58 mg/ml am FEE  sam
o

sobrevivinoia média para o enuertns & de & diaz,

pip 4
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Mmoo que as condigBes para a administrac8o da ciclosporina  foram
iguais s do Exemploe 2. 0O factor vensno de cobra-capsloc foi
administrado nas mesmas condicBes gue foram descritas no Exemplo
S Tanto 8 ciclosporing & como o factor veneno de cobra-canslo
foram administrados pels primeira  ves: na albwra da bransplanta—

00 processe do Exemplo 4 foi repetido, suceptvando o
facto da  administracEe do factor vensng  de cobra-canpeln ser

interrompida 38 dias apds o transo

i
transplante fol supericr & 1899 dia=z. Foram  sscrificados doiz
snimals soz 163 = aos 169 dias oo
indicou uma arguiteturs cardiscs normal. Um rato restante  sobree
£ £

viveu com un corao te mais de O mezes

atd agors
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orram dados coracBes de criceto a 78 ratos nelo probo-

colo descrito no Exemplo 1. Os ratos forsm tratados com miclospo-

rina & tal como fol descrito no Exempla 2, 2 além disso  foi-lhes

o £=1 E=%

iclofosfamids ENDOEAM i.p. (39 mgikg) um diz  antes
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iza-1 2 no o dis 2
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ipas a transplantacio. (&
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palavra ENDRDYAN & um nome comercial par
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rejeigdo retardada cbhssrvada, em qus o abtraro foi resultads  da
t ofosfamids, simula uma reisiclc  retar—
dada do senosnxerito do tipo gue resultaria de protocolos isunos-

sURFeEssores i
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Lince ratos
foram adicionalimente trat
tal como no Exemplo 4
vaneno de cobra-capslo

todos o8 animais, oooo
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Tado por oo inibd
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veneno de cobra-capslo
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GdEre a  preparacio de ums formulaciso

por =2 incliulr um

O oian uma

covdo oom a reivindicag3o 1, carsc—
=]

vias tanto

acords com a relvindicacEo 1 oou 2,

do complemento compreender MOF, DaF

; . By
goords oom o a reivindicac¥o 1, carace

3 complenento compreendsr uma moldculs

com oo factor Bb, =m ogue o complexs

acords com & reivindicacEo 1 ou 2,

do complemento compresnder o factor

P Do wma artivie

uma ciclosporina o um
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2. - Processo de acordo com & reivindicagis &4, carace
terizade por o inUNoSSUDressor Ser a ciclosporina A.
82. - Frocgsso ds acordo Sy CAF&D-
terizado por o isunossupressor sor

FR. - Processo para a preparacio de um produto caracts
rizado por se incorporar no referido produto um inibidor  do
complensnio @ um iNUNCSSUDFEESOF com uma actividade semslihante &

3 al s preparacdo combinads
1 na promocio da

g de um alosnserto oo

188, —~ Estoic {9"Ki+o: Caracts

':u
".l.v
m

rizado por  compresnder
uma preparacdo farmacBulica de um  inibidor do complamento & ums
preparagdo farmacfutica de um imunossunrsssor com uma  achtividads

o

i
semalhante & da ciclosporina A.

118, - HMétodo paras a promocido  da sobrevivinois de  um
alosnxerto ou  xsnoenxsrts concordante num hospedeiro, ol paras
gvitar & reieicic desss gnuerio, carsctsrizade por compresnder &
administracdo & um receptor  de um Enxerto ou & um recsphor  gue
val =2r submetido & enverts, de um inibidor do complessnto, de
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or gquilograms de

[ I

m uma actividade
ia numa gama ds

cral noy dia,

128. - nMatodo para 2 proooc3o da sabrevivEnocia  mum
hospedeiro de um alosnxerto oo de wm sEnoenieric concordante, oo

para svitar a rejeicio desse enyarto, caracterizad
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ral por dia, & um recento 2 oun SnHerto oo um reEcepinr gus val
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J. PEREIRA DA CRUZ

Agente Oficial da Propriedade Industrial
RUA VICTOR CORDON, 10-A 3%
1200 LISBOA



dias alternados

L—3: CoF a 0.4 mg/kg
dias alternados
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—27. Ciclosporina a 20 mg/kg
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