i

b
wegpecie

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(11) Numero de Publicacao: PT 1487541 E

(51) Classificagdo Internacional:
A61P 9/10 (2007.10)

(22) Data de pedido: 2003.03.13
(30) Prioridade(s): 2002.03.22 EP 02100290
(43) Data de publicagéo do pedido: 2004.12.22

(45) Data e BPI da concessdo: 2008.11.19
240/2008

(73) Titular(es): ]
INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA
RECHERCHE MEDICALE

101, RUE DE TOLBIAC 75654 PARIS FR
LABORATOIRES SERONO SA CH
(72) Inventor(es):

YOLANDE CHVATCHKO CH
ALAIN TEDGUI FR
ZIAD MALLAT FR

(74) Mandatario:
MARIA SILVINA VIEIRA PEREIRA FERREIRA
RUA CASTILHO, N.2 50, 52 - ANDAR 1269-163 LISBOA  PT

(54) Epigrafe: UTILIZAGAO DE INIBIDORES DE IL-8 PARA O TRATAMENTO E/OU PREVENGAO DE

DOENCAS VASCULARES PERIFERICAS
(57) Resumo:



RESUMO
“UTILIZAGAO DE INIBIDORES DE IL-8 PARA O TRATAMENTO E/OU
PREVENCAO DE DOENCAS VASCULARES PERIFERICAS”

A invencao refere-se a utilizacgdo de um inibidor de IL-18
na preparagdo de um medicamento para tratamento e/ou
prevencao de doencas vasculares periféricas. A invencgao
refere-se ainda a utilizacdo de um inibidor de IL-18 para

prevencgado de amputacado de membro.



DESCRIGAO
“UTILIZAGAO DE INIBIDORES DE IL-8 PARA O TRATAMENTO E/OU
PREVENCAO DE DOENCAS VASCULARES PERIFERICAS”

CAMPO DA INVENCAO

A  presente invencado situa-se no campo das doengas
vasculares. Mais especificamente, ela refere-se a
utilizacdo de um inibidor de IL-18 para o tratamento e/ou
prevencdo de doencas vasculares periféricas. A invencgao
refere-se ainda a utilizacgdo de um inibidor de IL-18 para

prevencdo de amputacao.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

A  citoquina interleucina 18 (IL-18) foli inicialmente
descrita como um factor de indug¢do do interferdo-y (IFN-y)
(Nakamura et al., 1989). E um sinal inicial do
desenvolvimento de respostas de linfdcitos T auxiliares de
tipo 1 (TH1l). A IL-18 actua em conjunto com IL-12, IL-2,
antigénios, mitogénios e, possivelmente, outros factores,
para induzir a produgdo de IFN-y. A IL-18 também
intensifica a produgdo de GM-CSF e 1IL-2, potencia a
proliferacdo de células T induzidas por anti-CD3 e aumenta

a morte mediada por de células assassinas naturais.

A IL-18 madura ¢é produzida a partir do seu precursor pela

enzima de conversdo da IL-1f (ICE, caspase-1).

O receptor de IL-18 consiste de pelo menos dois

componentes, IL-18R alfa e IL-18R beta, que colaboram na



ligagdo de ligandos. Foram encontrados sitios de ligacgao de
afinidade elevada e baixa para a IL-18 em células T
estimuladas por IL-12 muridea (Yoshimoto et al., 1998),
sugerindo um complexo receptor de cadeias multiplas. As
duas subunidades receptoras que foram identificadas até a
data pertencem ambas a familia do receptor de IL-1 (Parnet
et al., 1996; Kim et al., 2001). A transducdo de sinal da
IL-18 envolve a activacdo de NF-kB (DiDonato et al., 1997).
O complexo receptor de 1IL-18 consiste de duas cadeias

receptoras: uma cadeia de ligacdo ao 1ligando designada
cadeia IL-18Ra e uma cadeia de transducdo de sinal

designada cadeia  IL-18Rf. A cadeia IL-18Ralfa foi
inicialmente isolada como uma proteina da superficie
celular que se ligada a IL-18 marcado radioactivamente; a
proteina foi purificada e a sua sequéncia de aminodcidos
revelou identidade com um receptor ¢érfdo anteriormente
descrito designado proteina relacionada com o IL-1R (IL-

1Rrp) (Torigoe et al., 1997).

Recentemente, uma proteina soluvel possuindo uma afinidade
elevada para a IL-18 foi isolada de urina humana, e os ADNc
humano e de rato, assim como o gene humano foram clonados
(Novick et al., 1999; WO 99/09063). A proteina foi
designada proteina de ligacdo a IL-18 (IL-18BP).

A TIL-18BP nao é dominio extracelular de um dos receptores
de IL18 conhecidos, mas uma proteina segregada, gque esta
naturalmente em circulacao. Ela pertence a uma nova familia
de proteinas segregadas, que inclui ainda varias proteinas
codificadas por Poxvirus (Novick et al., 1999). A IL-18BP

urindria, assim como a recombinante, ligam especificamente



a IL-18 como uma afinidade elevada e modulam a afinidade

biolégica da IL-18.

O gene da IL-18BP foi localizado no cromossoma humano to
11gl3, e nao se encontrou nenhum exdo que codifique um
dominio transmembranar numa sequéncia gendémica de 8,3 kb.
Até a data foram encontradas em humanos quatro variantes de
excisdo-unido ou isoformas de IL-18BP geradas por excisdo-
unido alternativa de ARNm. Elas foram designadas IL-18BP a,
b, ¢ e d, partilhando todas da mesma extremidade N e
diferindo na extremidade C (Novick et al, 1999). Estas
isoformas variam na sua capacidade para ligar a IL-18. Das
quatro, sabe-se que as isoformas hIL-18BP a e c tém uma
capacidade neutralizante da IL-18. A isoforma IL-18BP

humana liga-se a IL-18 muridea.

Os disturbios vasculares periféricos podem ser arteriais
(oclusivos ou funcionais), venosos, arteriovenosos
combinados (por exemplo fistula arteriovenosa), ou
linfédticos. A doengca arterial oclusiva inclui ocluséo
arterial periférica e doenca de Buerger, também denominada
tromboangeite obliterante. Os disturbios arteriais
funcionais podem ser vasoespdsticos (fendmeno e doenca de
Raynaud, acrocianose) ou vasodilatadores (eritromelalgia).
Eles podem ser secundarios relativamente a uma falha local
nos vasos sanguineos ou relativamente a perturbagdes na
actividade do sistema nervoso simpatico, ou podem
acompanhar uma doenca vascular orgédnica. As doencas venosas
incluem trombose e veias varicosas, oS disturbios
arteriovenosos combinados incluem fistula arteriovenosa, e

os distuUrbios linfdticos incluem linfedema e lipedema.



Oclusédo arterial periférica refere-se a uma oclusédo da
irrigacdo sanguinea as extremidades, geralmente por placas

aterosclerdticas (ateromas), um trombo ou uma embolia.

A oclusao arterial periférica pode resultar em isquemia
aguda ou crdénica. A isquemia aguda ¢é provocada por uma
placa arteriosclerdtica proximal que sofreu ruptura, por
trombose aguda em doenca aterosclerdtica preexistente, por
uma embolia do coracgdo, aorta ou outros vasos sanguineos
grandes, ou um aneurisma dissecado. A isquemia crénica é

provocada por aumento gradual de uma placa ateromatosa.

O aumento continuo de homocisteina no sangue, ©pela
deterioracéao de células endoteliais, predispde a
aterosclerose prematura da aorta e suas ramificacgdes, das
artérias periféricas, das artérias cerebrais e,
possivelmente, das artérias corondrias. Embora os niveis de
homocisteina sejam geralmente elevados em associagdao com
outros factores de risco, eles podem ser modificados pela

dieta e suplementos de vitamina B.

As sindromes clinicas de oclusao arterial dependem do vaso
sanguineo envolvido, da extensao da obstrucao, da
velocidade com gque a oclusédo progride e de ser ou nao

adequado um fluxo colateral.

A ocluséao aguda tem um histérico que inclui o aparecimento
stbito de dor intensa, frio, entorpecimento e palidez numa
extremidade. A extremidade fica fria e pdalida, havendo
auséncia de pulsagdo distal a obstrucdo. A oclusdao aguda
pode provocar isquemia grave manifestada por perda
sensorial e motora e eventualmente (apbés 6 até 8 h)

induracdo molde de musculos na palpacgio.



Na oclusdo crénica, os sintomas estdo relacionados com o
desenvolvimento insidioso de isquemia do tecido. O sintoma
inicial ¢é a claudicacdo intermitente. Os sintomas de
claudicagdo sao dor, caibra ou sentimento de cansag¢o dque
ocorre ao caminhar. Estes sintomas sdo mais comuns na
barriga-da-perna mas podem ocorrer no pé, coxa, bacia ou

nadegas.

Eventualmente, a dor isquémica pode ocorrer em repouso,
comegando nas partes mais distais de um membro como uma dor
intensa, persistente que se agrava com O erguer e Jue

impede frequentemente o sono.

O nivel de oclusédo arterial e a localizacdo da claudicacéao
intermitente estdo intimamente correlacionadas, por exemplo
a doenga aorto-iliaca provoca frequentemente claudicacao
nas nadegas, coxas e barrigas—-das-pernas, e a pulsagéo
femoral esta diminuida ou ausente. Na doenca
femoropoplitea, a claudicacdo é tipicamente na barriga-da-
perna, e toda a pulsacado abaixo da femoral estd ausente. Em
doentes com doenca dos vasos sanguineos pequenos (por
exemplo, tromboangeite obliterante, diabetes mellitus), a
pulsacado femoropoplitea pode estar presente mas a pulsacgao
estd ausente nos pés. A palidez do pé envolvido apds 1 a 2
min de elevacdo, seguida de rubor quando descaido, ajuda a
confirmar a insuficiéncia arterial. O tempo do enchimento
venoso no decaimento apds elevacgdo excede o limite normal
de 15 s. Se os sintomas de claudicacado ocorrerem com boa
pulsacdo distal, deverd ser considerada estenose espinal no

diagnéstico diferencial.

Un ré gravemente isquémico é doloroso, frio e

frequentemente dormente. Em casos crénicos, a pele pode



ficar seca e escamosa com mau crescimento de unhas e pélo.
A medida que a isquemia piora pode surgir ulceracéo
(tipicamente nos dedos ou calcanhar, ocasionalmente na
perna), especialmente apds trauma local. Duma maneira geral
nao se observa edema a menos que o doente tenha mantido a
perna numa posic¢do pendente para alivio da dor, contudo,
uma perna gravemente isquémica pode ser atrdfica. Uma
oclusdo malis extensa pode comprometer a viabilidade do
tecido, levando a necrose ou gangrena. Isquemia com rubor,
dor e inchacédo do pé quando pendente pode imitar celulite
ou insuficiéncia venosa. Testes arteriais nao invasivos

podem clarificar o diagnéstico.

Entre as doencgas vasculares periféricas, a doenga de
Buerger (Tromboangeite obliterante) é uma doenca
obliterante caracterizada por alteracgdes inflamatdérias em

artérias e veias de tamanhos pequeno e médio.

A doenga de Buerger ocorre em fumadores, predominantemente
em homens com 20 a 40 anos de idade. Apenas cerca de 5% dos
casos ocorrem em mulheres. A frequéncia de diagndstico
diminuiu drasticamente nos tltimos anos devido a uma melhor
compreensdo das caracteristicas c¢linicas e angiograficas
desta doenca comparativamente a arteriosclerose

obliterante.

Embora a causa seja desconhecida, a doenca de Buerger néo
foi documentada em nao fumadores, o que envolve o fumo de
cigarro como um factor etioldgico primdrio, eventualmente
como um tipo retardado de hipersensibilidade ou angeite
téxica. A tromboangeite obliterante pode ser uma reacgao ao
tabaco por individuos com um fendétipo especifico, devido a

maior prevaléncia de HLA-A9 e HLA-BS em individuos com a



doenca; ou um distuirbio autoimune com sensibilidade mediada
por células para os colagénios humanos de tipos I e III, ©s

quais sdo constituintes dos vasos sanguineos.

Ao contrdrio da aterosclerose, a doenca de Buerger nao

envolve as artérias corondrias.

A doenca envolve artérias de tamanho pequeno e médio e,
frequentemente, veias superficiais das extremidades num
padrao segmentado. Raramente, vasos sanguineos noutras
partes do organismo s&o afectados numa fase avancada da
doenca. O aspecto patoldégico € o de uma panarterite néo
purulenta ou panflebite com trombose dos wvasos sanguineos
envolvidos. A proliferagdo de células endoteliais e
infiltracdo da camada da intima com linfdécitos ocorre na
lesdo aguda, mas a lamina eldstica interna permanece
intacta. O trombo torna-se organizado e, mais tarde,
recanaliza de modo incompleto. O meio é bem conservado mas
pode ser infiltrado por fibroblastos. Uma vez que a tuUnica
adventicia é geralmente infiltrada de modo mais intenso com
fibroblastos, as lesbdes mais antigas apresentam fibrose
periarterial, a qual também pode envolver a veia e nervo

adjacentes.

Os sintomas e sinais sdo os da isquemia arterial e da
tromboflebite superficial. O aparecimento ¢é gradual,
comegando nos vasos sanguineos mais distais das
extremidades superiores e inferiores e progredindo de modo
proximal, culminando em gangrena distal. O doente pode
apresentar queixas de frio, entorpecimento, formigueiro ou
ardor antes de existir evidéncia objectiva da doenca. O
fendmeno de Raynaud é comum. Ocorre claudicagéo

intermitente na extremidade envolvida (habitualmente o arco



do pé ou a perna, mas raramente a mao, brago ou coxa). A
dor é persistente com isquemia mais grave, por exemplo, na
fase pré-gangrenosa e com ulceracéo ou gangrena.
Frequentemente, a actividade excessiva do sistema nervoso
simpdtico manifesta-se por frio, transpiracdo excessiva e
cianose da extremidade envolvida, provavelmente provocada

pela dor intensa, persistente.

A ulceragédo isquémica e gangrena, geralmente de um ou mais
dedos, podem ocorrer numa fase inicial da doenca mas nao de
modo agudo. Estudos ndo invasivos mostram diminuic¢des
acentuadas no débito sanguineo e tensdo arterial nos dedos
dos pés, pés e dedos das maos afectados. A doencga progride

de modo proximal.

Uma outra doenca vascular periférica é a doenca arterial
periférica, na qual os doentes com doenga arterial
periférica (PAD) da extremidade inferior podem progredir
para isquemia grave com risco para o membro. Dor isquémica
em repouso, ulceragdes que ndo cicatrizam e gangrena sao
todos arautos de maus resultados. Estes doentes estdo em
risco de perder o membro. A deteccgdo e avaliacgdo urgente de
isquemia grave de membros, seguida de revascularizagao
eficiente sdao necessarias para salvar o membro e conservar

o estado geral de sautde.

A isquemia critica crénica de membros é o resultado final
de doenca oclusiva arterial, mais comummente a
aterosclerose. Além da aterosclerose juntamente com a
hipertensdao, hipercolesterolemia, tabagismo e diabetes,
causas menos frequentes de isquemia critica crdénica de
membros incluem doenca de Buerger, ou tromboangeite

obliterante, e algumas formas de arterite.



O desenvolvimento de isquemia critica crénica de membros
requer geralmente sitios multiplos de obstrugdo arterial
que reduzem significativamente o débito sanguineo aos
tecidos. A isquemia tecidular critica manifesta-se
clinicamente como uma dor em repouso, feridas que néao
cicatrizam (devido aos maiores requisitos metabdlicos da

cicatrizacao de feridas) ou necrose de tecido (gangrena).

A dor isquémica em repouso € classicamente descrita como um
ardor no dorso e dedos do pé que se acentua durante a noite
quando o doente estd na cama. A dor isquémica em repouso
localiza-se no pé, onde o tecido estd mais longe do coragéo
e distal em relagdo as oclusdes arteriais. As feridas que
nao cicatrizam localizam-se geralmente em &reas de
traumatismo no pé provocadas por calcado inadequado ou uma
lesdo. Duma maneira geral considera-se que uma ferida nao
cicatriza se ela nédo responder a um tratamento conservador
de quatro até doze semanas tal como mudangas regulares de
compressas, evitar traumatismos, tratamento da infeccgédo e

eliminacdo de tecido necrético.

A gangrena manifesta-se geralmente nos dedos dos pés. Ela
desenvolve—-se quando a irrigacdo sanguinea é tao baixa que
ocorre necrose espontdnea nos tecidos com perfusdo mais

escassa.

Embora a terapia conservadora cuidadosamente concebida
possa beneficiar muitos doentes com isquemia critica de
membros, a natureza grave desta doenca pode fazer com que
se considere a intervencdo <cirurgica. As intervencgdes
cirtrgicas incluem revascularizacado ou amputagdo. Se o
doente optar pela revascularizacao e for um candidato

aceitavel para cirurgia, entdo realiza-se frequentemente
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uma arteriografia para uma melhor avaliacgdo e planeamento
da revascularizacdao. Nalguns centros, utiliza-se
angiografia com ressondncia magnética como uma alternativa
ou complemento a arteriografia para minimizar o risco da
exposicdo ao corante. A conservacgado do membro por meio de
revascularizacdo ¢é preferida do ponto de vista custo-
beneficio, leva a uma melhor qualidade de wvida para a
maioria dos doentes e estd associada a uma menor morbidade
e mortalidade perioperatdérias do que a amputagao. A
conservagao do membro deveria ser o objectivo primordial na
maioria dos doentes com isquemia critica crdénica de

membros.

A wviabilidade da revascularizacdo ¢é determinada pelas
observacgdes arteriogrdaficas bem como pela disponibilidade
de uma conduta para a ponte. A angioplastia ou colocagao de
endoprétese, ou ambos, tem mais é&xito com lesdes proximais
pequenas, tais como aquelas em doentes com claudicacgdo, mas
é pouco provavelmente o uUnico tratamento necessario no
tratamento da isquemia critica de membros devido a natureza
multinivel da doenca oclusiva arterial. A conduta ideal ¢é a
veia safena maior, mas outras condutas incluem as veias
safenas menores, as veias do brago ou uma conduta
protética. Na maior parte das séries cirurgicas, as taxas
de permeabilidade das artérias da barriga-da-perna a trés
anos variam desde 40 por cento para as pontes protéticas
até 85 por cento para as pontes com veia safena. Em
comparacgao, estudos de terapia conservadora demonstraram
uma taxa de sucesso de 25 a 49 por cento com feridas que
ndo cicatrizam e uma taxa de 50 a 80 por cento de

melhoramento na dor isquémica em repouso.
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A amputacdo primdria pode ser indicada em certos doentes,
tais como aqueles com necrose tecidular extensa, infeccéo
potencialmente fatal ou lesdes nao adequadas para
revascularizacdo. A decisdo de monitorizar o estado do
doente com observacdo cuidadosa e tratamento conservador ou
de realizar a revascularizacdo ou amputacdo depende da
avaliacdo criteriosa dos riscos e beneficios para o doente

da cirurgia em relacédo ao tratamento conservador.

Mais importante ainda, depende da interpretacdo dque o
doente faca do caréacter invasivo ou conveniéncia das opgdes
disponiveis. Até mesmo o0s doentes que nao podem caminhar
devido a sua condicdo podem considerar a amputacgéo
inapropriada, e nem todos os doentes estdo motivados para
fazer o trabalho de reabilitacado apds amputacgdo. Se for
tomada a decisdo para amputar, o nivel de amputacdo devera
ser aquele que tem a maior probabilidade de cicatrizacédo e
ao mesmo tempo dar ao doente a médxima possibilidade de

reabilitacado funcional.

O diagnéstico de isquemia critica crénica de membros
envolve a manifestagdo de dor em repouso, feridas que nao
cicatrizam e gangrena. A dor isquémica em repouso é
tipicamente descrita como um ardor no arco do pé ou pé
distal que ocorre quando o doente estd deitado mas que
alivia quando o doente regressa a uma posigcdo na qual os
pés estdo pendentes. Os parédmetros hemodindmicos objectivos
que apoiam o diagndéstico de isquemia critica de membros
inclui um indice tarso-braquial de 0,4 ou menos, uma tensao
sistdlica no tornozelo de 50 mm Hg ou menos, ou uma tensao
sistélica no dedo do pé de 30 mm Hg ou menos. A intervencao

pode incluir terapia conservadora, revascularizacdao ou

amputacdo. Gangrena progressiva, feridas que aumentam
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continuamente ou dor isquémica continua em repouso pode
significar uma ameaca ao membro e sugere a necessidade de
revascularizacéo em doentes sem riscos cirtrgicos
proibitivos. Geralmente sé&o requeridos enxertos em ponte
devido & natureza mnmultinivel e distal do estreitamento
arterial na isquemia critica de membros. Os doentes com
diabetes sao mais propensos do que outros doentes para ter
doengca distal menos adequada a enxerto em ponte. Em
comparagdo com a amputagdo, a revascularizacdo ¢é mais
preferida do ponto de wvista custo-beneficio e esta
associada a uma melhor morbidade e mortalidade
perioperatéria. A conservagao de membro deveria ser o
objectivo primordial na maioria dos doentes com isquemia

critica de membros.

Actualmente, o tratamento principal de doencgas vasculares
periféricas inclui o tratamento invasivo  tal como
angioplastia ou até mesmo amputacdo de membro. A
identificacdo de farmacos que estimulem a neovascularizagédo
periférica sem aumentar a progressao da placa
aterosclerdética é de importéncia terapéutica extrema neste

campo médico.

SUMARIO INVENCAO

A invencdo baseia-se na observacdo de que um inibidor de
IL-18 estimula a neovascularizacdo apds indugdo de isquemia
periférica num modelo animal experimental. A
neovascularizacdao ocorreu em associagdo com uma activacao
da sinalizagdo VEGF/Akt e foi acompanhada de um aumento na
mobilizacgao e diferenciacao de células progenitoras

endoteliais da medula &dssea.
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Com base nestes resultados, sao proporcionadas novas
abordagens terapéuticas para tratar ou prevenir doencgas
vasculares periféricas que requerem neo- ou

revascularizacéao.

Por conseguinte, a invencdo refere-se a utilizacdo de um

inibidor de IL-18 como definido nas reivindicacdes apensas.

DESCRICAO ABREVIADA DOS DESENHOS

Fig. 1: mostra A) Microangiografia representativa das
patas posteriores direita isquémica e esquerda nao
isquémica, 3 e 28 dias apds oclusédo da artéria
femoral no rato. B) mostra o indice angiografico
isquémico/nado isquémico em ratos trados com
PcDNA3-mIL 18BP (IL-18BP) ou plasmideo wvazio
(Controlo) durante 3 ou 28 dias. Os wvalores séao
média * EPM, n=7 por grupo. **p<0,01 versus ratos
de controlo.

Fig. 2: mostra A) Alteracdes induzidas por isquemia no
débito sanguineo das patas traseiras monitorizado
in vivo por imagiologia de perfusdo por laser
Doppler em ratos tratados com pcDNA3-mIL 18BP (IL-
18 BP) ou plasmideo vazio (Controlo). Nas imagens
a cores, a perfusdo normal ¢é representada a
vermelho, uma reducgao acentuada no débito
sanguineo da pata isquémica é representada a azul.
B) Avaliacdo quantitativa do débito sanguineo
exprimida como uma taxa de débito sanguineo na
pata isquémica em relacdo a nédo isquémica. Os
valores sdo média * EPM, n=7 por grupo. **p<0,01

versus ratos de controlo.
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mostra A) Transferéncia de Western representativa
do teor de proteina VEGF na pata nao isquémica e
isquémica, 28 dias apdés oclusdo da artéria
femoral. B) Avaliacdo quantitativa dos niveis de
proteina VEGFEF exprimidos como uma razao do teor de
proteina na pata i1squémica em relagcdo a nao
isquémica. Os valores sao média * EPM, n=7 por
grupo. **p<0,01 wversus controlo ndo isquémico e
tp<0, 05 versus controlo isquémico.

mostra A) Transferéncia de Western representativa
do teor de ©proteina fosfo-Akt na pata nao
isquémica e isquémica, 28 dias apdés oclusao da
artéria femoral. B) Avaliacdao quantitativa dos
niveis de proteina fosfo-Akt exprimidos como uma
razao do teor de proteina na pata isquémica em
relacgao a nao isquémica. Os valores sao
média * EPM, n=7 por grupo. *p<0, 05, **p<0,01
versus controlo nao isquémico e tp<0,05 wversus
controlo isquémico.

A) Imagens representativas de EPCs (células
progenitoras endoteliais) isoladas de medula &ssea
de ratos sem constricdo da artéria femoral
(Simulada) e de ratos tratados com pcDNA3-mIL 18BP
(IL-18BP) ou plasmideo vazio (Controlo). As EPCs
foram caracterizadas como células aderentes com
revelacdo positiva dupla para AcLDL-Dil e o factor
de von-Willebrand (vWF). B) Quantificacédo de
células positivas duplas em ratos tratados com

pcDNA3-mIL 18BP ou plasmideo vazio. Os valores séo
média = EPM, n=5 por grupo. ***p<0,001, wversus
ratos de controlo, tt1tp<0,001, versus ratos sem

constrigado da artéria femoral (Simulada).
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

a presente invencdo baseia-se na observagdo de que os
inibidores de IL-18 aumentam significativamente a
angiogénese pds-isquémica apds isquemia do membro sem
afectar a densidade de vasos sanguineos do membro néo
isquémico num modelo murideo da doenga in vivo. Portanto, a
invencdo proporciona uma nova abordagem terapéutica para
tratar ou prevenir doencgas vasculares periféricas que

requerem uma melhor perfusdo de tecido.

Por conseguinte, a invencdo refere-se a utilizacdo de um
inibidor de IL-18 para o fabrico de um medicamento para o
tratamento e/ou prevencgao de uma doenca vascular

periférica.

O termo “prevencdo” dentro do contexto desta invencgéao
refere-se nado sé a uma prevencao total de um certo efeito,
mas também a qualquer prevencgdo, atenuacao, redugao,
decréscimo ou diminuicdo parcial ou considerdvel do efeito

antes ou no aparecimento inicial da doenga.

O termo “tratamento” dentro do contexto desta invencéao
refere-se a qualquer efeito Dbenéfico na progressdao da
doenca, incluindo atenuacao, reducéao, decréscimo ou
diminuicdo do desenvolvimento patoldgico apds aparecimento

da doencga.

O termo “doencga vascular periférica” como aqui utilizado
refere-se a doencgas ou disturbios que afectam as artérias,
veias e tecidos linfdticos das extremidades. Os disturbios
vasculares periféricos podem ser arteriais (oclusivos ou

funcionais), Venosos, arteriovenosos combinados (por



16

exemplo, fistula arteriovenosa) ou linfdticos. A doenga
arterial oclusiva inclui oclusdo arterial periférica e
tromboangeite obliterante. Os disttrbios arteriais
funcionais podem ser vasoespdsticos (fendmeno e doenca de
Raynaud, acrocianose) ou vasodilatadores (eritromelalgia).
Eles também podem ser secunddrios a uma falha local nos
vasos sanguineos, ou a perturbacdes na actividade do
sistema nervoso simpdtico, ou eles podem acompanhar doenca
vascular orgénica. As doengas venosas incluem trombose
venosa e velas varicosas, os disturbios arteriovenosos
combinados incluem fistula arteriovenosa, e os distuUrbios

linfédticos incluem linfedema e lipedema.

O termo “doenca vascular periférica” destina-se a abranger
todas as indicac¢des médicas, doencas, disturbios ou

sintomas descritos nos “Antecedentes da Invencdo” acima.

O termo “inibidor de 1IL-18" dentro do contexto desta
invencao refere-se a qualquer molécula que module a
producgdo e/ou acgao da IL-18 de modo a que a produgao e/ou
acgao da IL-18 seja atenuada, reduzida, ou parcial,

considerdvel ou completamente prevenida ou bloqueada.

Um inibidor da producdo pode ser dqualquer molécula que
afecte negativamente a sintese, processamento ou maturacgao
da IL-18. Os inibidores de acordo com a invencgao pode ser,
por exemplo, supressores da expressadao do gene da
interleucina IL-18, ARNm antimensageiros que reduzem ou
impecam a transcricdo do ARNm da IL-18 ou que conduzam a
degradacdo do ARNm, proteinas que impecam a dobragem
correcta, ou que previnam parcial ou consideravelmente a
secrecao de IL-18, proteases que degradam IL-18, assim que

ela tiver sido sintetizada, inibidores de proteases que
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dissociam a pro-IL-18 para gerar a IL-18 madura, tais como

os inibidores da caspase-1, e semelhantes.

Um inibidor da acgdo da IL-18 pode ser, por exemplo, um
antagonista de IL-18. Os antagonistas podem ligar-se ou
sequestrar a prépria molécula de IL-18 com afinidade e
especificidade suficiente ©para neutralizar parcial ou
consideravelmente a IL-18 ou o(s) sitio(s) de ligacao da
IL-18 responsaveis pela ligacdo da IL-18 aos seus ligandos
(como, por exemplo aos seus receptores). Um antagonista
também pode inibir o percurso de sinalizacdo da IL-18, o
qual é activado dentro das células apds ligagado da IL-18 ao

seu receptor.

Os inibidores da accado da IL-18 também podem ser receptores
soltuveis de IL-18 ou moléculas que imitam os receptores, ou
agentes que bloqueiam os receptores de IL-18, ou anticorpos
contra a IL-18, tais como anticorpos policlonais ou
monoclonais, ou qualquer outro agente ou molécula que
previna a ligagao da IL-18 aos seus alvos, diminuindo ou
impedindo desse modo o desencadeamento das reacgdes intra-

ou extracelulares mediadas pela IL-18.

Numa forma de realizacao preferida da invencao, a doencga

vascular periférica é uma doenga arterial periférica.

“Doenca arterial periférica” é um disturbio que envolve o
estreitamento das artérias em qualquer parte desde os
bracos até a aorta e as artérias das pernas. O aparecimento
pode ser subito ou gradual e resulta geralmente em isquemia
(diminuicao do fornecimento de oxigénio a area que 0s vasos

sanguineos irrigam) .
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Preferencialmente, de acordo com a presente invencgao, a
doencga arterial periférica relaciona-se com as extremidades
inferiores. A doenca arterial periférica ou oclusdo pode
ser crénica ou aguda. A doenca arterial periférica estd

frequentemente associada a claudicacgéo.

Portanto, a presente invencao refere-se ainda a utilizacgéo
de um inibidor de IL-18 para o tratamento e/ou prevencgdo de
claudicacgado. Claudicacgao é a dor na perna, em particular na
barriga-da-perna, que vai e vem para originar claudicacgéao.
A  claudicagdo € tipicamente sentida ao caminhar, e
desaparece com o repouso. E, por conseguinte, comummente
referida como claudicacao intermitente. A natureza
geralmente intermitente da dor de claudicacdo é devida a um
fornecimento inadequado tempordrio de oxigénio aos musculos
da perna. O fornecimento enfraquecido de oxigénio ¢é um
resultado de estreitamento ou oclusadao das artérias dque
fornecem sangue a perna. Isto limita o fornecimento de
oxigénio aos musculos da perna e € especialmente sentido
quando aumenta o© requisito de oxigénio destes musculos

durante o exercicio ou caminhar.

Numa forma de realizacao preferida da invencao, a doencga
vascular periférica é a Tromboangeite obliterante (Doencga
de Buerger). “Doenca de Buerger” ¢é uma doenca obliterante
caracterizada por alteragdes inflamatdrias em artérias e
veias de tamanho pequeno ou médio que ocorrem

frequentemente em fumadores, predominantemente em homens

com 20 a 40 anos de idade.

A doenca envolve artérias de tamanho pequeno ou médio e,
frequentemente, veias superficiais das extremidades num

padrao segmentado.
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Numa outra forma de realizacgdo preferida, a doenca vascular
periférica é a isquemia periférica, em particular isquemia
de membros. “Isquemia” ¢é uma deficiéncia na irrigagédo
sanguinea, geralmente devida a oclusdao ou traumatismo dos
vasos sanguineos. “Isquemia periférica” refere-se
particularmente a isquemia nos membros, isto é os bragos ou

pernas, levando a uma deficiéncia no fornecimento de

oxigénio ao tecido do membro correspondente.

Ainda noutra forma de realizacdo da presente invencéado, a
isquemia de membros ¢é a isquemia critica de membros.
“Isquemia critica de membros” ¢é um estado no qual a
irrigacdo sanguinea do membro é de tal forma deficiente que
ameaca a sua sobrevivéncia. A presenga de dor em repouso,
ulceragédo ou gangrena indica isquemia critica de membros.
Gangrena ¢ o termo utilizado para descrever tecido morto, e
ela ocorre frequentemente em resultado ou em combinagcdo com
a isquemia de membros. E originada uma tlcera isquémica por

irrigacdo sanguinea inadequada.

A isquemia critica de membros, incluindo gangrena ou
ulceras, requer revascularizagdo para prevenir a amputacgédo
do membro. Por conseguinte, a presente invencao também se
refere a utilizacdo de inibidores de IL-18 para tratamento

e/ou prevencgao de gangrena e ulceras.

A consequéncia final da doenca vascular periférica, e em
particular da isquemia periférica, pode ser a amputagao do
membro afectado, em particular do membro inferior ou pé
afectado. A revascularizacdo levarda a reperfusdo do tecido

afectado e ajudard, desse modo, o processo de cicatrizacgao.
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Portanto, a invencdo refere-se ainda a utilizacdo de um
inibidor de IL-18 para o fabrico de um medicamento para a
prevencdo de amputacgdo dos membros, em particular de um

membro inferior, pé ou dedo(s) do pé.

O inibidor de IL-18 ¢é seleccionado dos inibidores da
caspase—-1 (ICE), anticorpos dirigidos contra a IL-18,
anticorpos dirigidos contra qualquer uma das subunidades do
receptor de IL-18, inibidores do percurso de sinalizagédo da
IL-18, antagonistas de IL-18 que competem com a IL-18 e
bloqueiam o receptor de IL-18 e proteinas de ligacdo a
IL-18, isoformas, proteinas mutadas, proteinas fundidas,
derivados funcionais, fraccdes activas ou derivados
permutados circularmente destes que inibem a actividade

biolégica da IL-18.

O termo “proteinas de ligagdo a IL-18" é aqui utilizado
sinonimamente com “proteina de ligagcdo a IL-18" ou
“IL18BP”. Ele compreende proteinas de ligagdo a IL-18 como
definidas em WO 99/09063 ou em Novick et al., 1999,
incluindo variantes de excisdao-unido e/ou isoformas das
proteinas de ligagdo a IL-18, como definidas em Kim et al.,
2000, as quais se ligam a IL-18. Em particular, as
isoformas a e ¢ humanas da IL-18BP sao uteis de acordo com
a presente invengdo. As proteinas uUteis de acordo com a
presente invencgao podem ser glicosiladas ou nao
glicosiladas, elas podem ser derivadas de fontes naturais,
tal como wurina, ou elas podem ser preferencialmente
produzidas de modo recombinante. A expressdo recombinante
pode ser realizada em sistemas de expressdao procariotas
como E. coli, ou em sistemas de expressao eucariotas, e
preferencialmente em sistemas de expressdo mamiferos. Uma

linhagem de células que € particularmente bem adequada para
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a expressao de proteinas mamiferas é a linhagem de células

do Ovario de Hamster Chinés (CHO).

Como aqui utilizado o termo “proteinas mutadas” refere-se a
andlogos de uma IL-18BP, ou andlogos de uma IL-18BP viral,
nos quais um ou mais residuos de aminodcidos de uma IL-18BP
natural ou IL-18BP viral estdo substituidos por residuos de
aminoacidos diferentes, ou estao suprimidos, ou sao
adicionados um ou mais residuos de aminodcidos a sequéncia
natural de uma IL-18BP, ou uma IL-18BP viral, sem alterar
consideravelmente a actividade dos produtos resultantes em
relagdo a IL-18BP de tipo selvagem ou IL-18BP viral. Estas
proteinas mutadas sdo preparadas por técnicas de sintese

e/ou por técnicas de mutagénese dirigida conhecidas, ou

quaisquer outras técnicas adequadas para esse fim.

As proteinas mutadas de acordo com a presente invengao
incluem proteinas codificadas por um &cido nucleico, tal
como ADN ou ARN, que hibridizam em ADN ou ARN, que codifica
uma IL-18BP ou codifica uma IL-18BP viral, como descrito em
WO 99/09063, sob condigdes rigorosas. O termo “condigdes
rigorosas” refere-se as condigdes de hibridizagdo e lavagem
subsequente, as quais os técnicos médios na matéria referem
convencionalmente como “rigorosas”. Ver Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, supra,
Interscience, N.Y., §§6.3 e 6.4 (1987, 1992), e Sambrook et
al., supra. Sem limitacdo, os exemplos de condigdes
rigorosas incluem condig¢bes de lavagem 12-20 °C abaixo do
Tm calculado para o hibrido em estudo, por exemplo, em
2 x SSC e 0,5% de SDS durante 5 minutos, 2 x SSC e 0,1% de
SDS durante 15 minutos; 0,1 x SSC e 0,5% de SDS a 37 °C

durante 30-60 minutos e em seguida, uma 0,1 x SSC e 0,5% de
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SDS a 68 °C durante 30-60 minutos. Os técnicos médios nesta
matéria compreendem que as condig¢des rigorosas também
dependem do comprimento das sequéncias de ADN, sondas de
oligonucledétidos (tais como 10-40 bases) ou sondas de
oligonucledétidos mistas. Se forem utilizadas sondas mistas,
& preferivel utilizar cloreto de tetrametilaménio (TMAC) em

vez de SSC. Ver Ausubel, supra.

Qualguer uma dessas proteinas mutadas tem preferencialmente
uma sequéncia de aminodcidos suficientemente duplicativa da
de uma IL-18BP, ou suficientemente duplicativa de uma IL-
18BP viral, de modo a ter uma actividade comparavel a IL-
18BP. Uma actividade da IL-18BP ¢é a sua capacidade de
ligagcado a IL-18. Desde que a proteina mutada uma actividade
de ligacdo considerdvel a IL-18, ela pode ser utilizada na
purificacdao de IL-18, tal como por meio de cromatografia de
afinidade, e pode ser assim considerada como tendo uma
actividade essencialmente semelhante a IL-18BP. Assim, pode
determinar-se se uma dada proteina mutada tem
essencialmente a mesma actividade que a IL-18BP por meio de
experimentacdo de rotina compreendendo submeter uma tal
proteina mutada, por exemplo, a um ensaio de competigdo em
sanduiche simples para determinar se ela se liga ou nao a
uma IL-18 apropriadamente marcada, tal como

radioimunoensaio ou ensaio ELISA.

Qualquer uma dessas proteinas mutadas tem pelo menos 40% de
identidade ou homologia com a sequéncia de uma IL-18BP ou
de um homélogo da IL-18BP codificado por um virus, como
definido na WO 99/09063. Mais preferencialmente, ela tem
prelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos
80% ou, muito preferencialmente, pelo menos 90% de

identidade ou homologia com aquela.
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As proteinas mutadas de polipéptidos de IL-18BP ou
proteinas mutadas de IL-18BP virais, que podem ser
utilizadas de acordo com a presente invencdo, ou os Aacidos
nucleicos que codificam aquelas, incluem um conjunto finito
de sequéncias essencialmente correspondentes como péptidos
de substituicédo ou polinucledétidos os quais podem ser
obtidos de modo rotineiro por um técnico médio na matéria,
sem experimentacgdo excessiva, com base nos ensinamentos e

orientacdes aqui apresentadas.

As modificacgdes para proteinas mutadas de acordo com a
presente invencao sao aquelas gque sdao conhecidas como
substituicdes “conservadoras”. As substituicdes
conservadoras de aminodcidos de polipéptidos ou proteinas
de IL-18BP ou IL-18BP virais, podem incluir aminoacidos
sinénimos dentro de um grupo o©0s quals tém propriedades
fisico-quimicas suficientemente semelhantes pelo que a
substituicdo entre membros do grupo conservarda a funcgéao
biolégica da molécula (Grantham, 1974). E evidente que
também poderdao ser feitas 1insergdes e supressdes de
aminodcidos nas sequéncias anteriormente definidas sem
alterar a sua funcdo, particularmente se as inserc¢des ou
supressdes envolverem apenas alguns aminodacidos, por
exemplo, menos de trinta e, preferencialmente, menos de
dez, e ndo removerem ou substituirem aminodcidos que sao
criticos para uma conformacdo funcional, por exemplo,
residuos de cisteina. As proteinas e proteinas mutadas
produzidas por tais supressdes e/ou inserg¢des entram dentro

do alcance da presente invencgao.

Preferencialmente, os grupos de aminoacidos sindnimos sao
aqueles definidos no Quadro 1. Mais preferencialmente, os

grupos de aminocacidos sindénimos sdo aqueles definidos no
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Quadro 2; e muito preferencialmente oS grupos de

aminodcidos sindénimos sédo aqueles definidos no Quadro 3.

QUADRO 1

Grupos Preferidos de Aminocdcidos Sindénimos

Aminodcido Grupo Sindénimo
Ser Ser, Thr, Gly, Asn
Arg Arg, Gln, Lys, Glu, His
Leu Ile, Phe, Tyr, Met, Vval, Leu
Pro Gly, Ala, Thr, Pro
Thr Pro, Ser, Ala, Gly, His, Gln, Thr
Ala Gly, Thr, Pro, Ala
Val Met, Tyr, Phe, Ile, Leu, Val
Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly
Ile Met, Tyr, Phe, Val, Leu, Ile
Phe Trp, Met, Tyr, Ile, Val, Leu, Phe
Tyr Trp, Met, Phe, Ile, Val, Leu, Tyr
Cys Ser, Thr, Cys
His Glu, Lys, Gln, Thr, Arg, His
Gln Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg, Gln
Asn Gln, Asp, Ser, Asn
Lys Glu, Gln, His, Arg, Lys
Asp Glu, Asn, Asp
Glu Asp, Lys, Asn, Gln, His, Arg, Glu
Met Phe, Ile, Val, Leu, Met
Trp Trp
QUADRO 2

Grupos Mais Preferidos de Aminodcidos Sindénimos

Aminoacido Grupo Sindénimo
Ser Ser
Arg His, Lys, Arg

Leu Leu, Ile, Phe, Met



Pro
Thr
Ala
Val
Gly
Ile
Phe
Tyr
Cys
His
Gln
Asn
Lys
Asp
Glu
Met

Trp

QUADRO 3

Ala,
Thr

Pro,
val,
Gly

Ile,
Met,
Phe,
Cys,
His,
Glu,
Asp,
Lys,
Asp,
Glu,
Met,

Trp

Pro

Ala
Met,

Met,
Tyr,
Tyr
Ser
Gln,
Gln,
Asn
Arg
Asn
Gln
Phe,

Ile

Phe, Val,

Ile, Leu,

Arg

His

Ile, Val,
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Leu

Phe

Leu

Grupos Muito Preferidos de Aminoacidos Sindénimos

Aminoacido

Ser
Arg
Leu
Pro
Thr
Ala
Val
Gly
Ile
Phe
Tyr
Cys

Grupo Sindénimo

Ser
Arg
Leu,
Pro
Thr
Ala
Val
Gly
Ile,
Phe
Tyr
Cys,

Ile,

Met,

Ser

Met

Leu
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His His
Gln Gln
Asn Asn
Lys Lys
Asp Asp
Glu Glu
Met Met, Ile, Leu
Trp Met

Os exemplos de producdo de substituicdes de aminodcidos em
proteinas que podem ser utilizados para obter proteinas
mutadas de polipéptidos ou proteinas de IL-18BP, ou
proteinas mutadas de IL-18BP virais, para serem utilizados
na presente invencdo incluem quaisquer passos de métodos
conhecidos, tais Ccomo apresentados nas Patentes
US 4 959 314, 4 588 585 e 4 737 462, de Mark et al;
5 116 943 de Koths et al., 4 965 195 de Namen et al;
4 879 111 de Chong et al; e 5 017 691 de Lee et al; e as
proteinas substituidas com lisina apresentadas na Patente

US 4 904 584 (Shaw et al).

O termo “proteina fundida” refere-se a um polipéptido
compreendendo uma IL-18BP, ou uma IL-18BP viral, ou uma
proteina mutada ou fragmento desta, fundida com outra
proteina, a qual tem, por exemplo, um tempo de residéncia
prolongado nos fluidos corporais. Uma IL-18BP ou uma
IL-18BP viral, pode ser assim fundida com outra proteina,
polipéptido ou semelhantes, por exemplo, uma imunoglobulina

ou um fragmento desta.

Os “derivados funcionais” como aqui wutilizados cobrem
derivados de IL-18BP ou uma IL-18BP viral, e suas proteinas

mutadas e proteinas fundidas, gque possam ser preparadas a



27

partir dos grupos funcionais gque ocorrem como cadeias
laterais nos residuos ou nos grupos N- ou C-terminais, por
meios conhecidos na técnica, e estdao incluidos na invencéao
desde que eles permanegcam farmaceuticamente aceitaveis,
isto é eles ndo destruam a actividade da proteina a qual é
essencialmente semelhante a actividade da IL-18BP, ou
IL-18BP wvirais, e néao confiram propriedades tdéxicas as

composicdes que as contém.

Estes derivados podem, por exemplo, incluir cadeias lateral
de polietileno glicol, as quais podem mascarar sitios
antigénicos e prolongar a residéncia de uma IL-18BP ou uma
IL-18BP wviral nos fluidos corporais. Outros derivados
incluem ésteres alifdticos dos grupos carboxilo, amidas dos
grupos carboxilo por reacg¢do com amoniaco ou com aminas
primdrias ou secundarias, derivados N-acilo de grupos amino
livres dos residuos de aminodcidos preparados com unidades
acilo (por exemplo grupos alcanoilo ou aroilo
carbociclicos) ou derivados O-acilo de grupos hidroxilo
livres (por exemplo os de residuos serilo ou treonilo)

preparados com unidades acilo.

Como “fracgdes activas” de wuma IL-18BP, ou uma IL-18BP
viral, proteinas mutadas e proteinas fundidas, a presente
invencao cobre qualquer fragmento ou precursores da cadeia
de polipéptido da molécula de proteina sozinha ou em
conjunto com moléculas ou residuos associados ligados
aquela, por exemplo, residuos de acglucar ou fosfato, ou
agregados da molécula de proteina ou os residuos de acgulcar
sozinhos, desde que a referida fracgdo possua uma

actividade essencialmente semelhante a IL-18BP.
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Numa outra forma de realizacgdo preferida da invencgédo, o
inibidor de IL-18 é um anticorpo dirigido contra a IL-18 ou

0 seu receptor, o IL-18R. Os anticorpos dirigidos para
qualquer uma das subunidades do IL-18R, chamadas IL-18Ra e

B, podem ser utilizados de acordo com a presente invencéo.

Os anticorpos de acordo com a invengcao podem ser
policlonais ou monoclonais, quiméricos, humanizados ou até
mesmo completamente humanos. Os anticorpos recombinantes e
seus fragmentos s&o caracterizados por uma afinidade de
ligagdo elevada para a IL-18 ou IL-18R in vivo e toxicidade
baixa. Os anticorpos que podem ser utilizados na invengao
sdo caracterizados pela sua aptiddo para tratar doentes
durante um periodo de tempo suficiente para ter uma
regressdo ou alivio bom a excelente da condicao patogénica
ou de qualguer sintoma ou grupo de sintomas relacionados

com a condicao patogénica, e uma toxicidade baixa.

Os anticorpos neutralizantes sao rapidamente gerados em

animais tais como coelhos, cabras ou ratos por imunizacéo

com IL-18 ou IL-18Ra ou fp. Os ratos imunizados séo
particularmente uteis para proporcionar fontes de células B
para o fabrico de hibridomas, os quais sao, por sua vez,
cultivados para produzir grandes quantidades de anticorpos

monoclonais anti-IL-18.

Os anticorpos quiméricos sao moléculas de imunoglobulina
caracterizadas por dois ou mais segmentos ou porcgdes
derivados de espécies animais diferentes. Dum modo geral, a
regido variavel do anticorpo quimérico é derivada de um
anticorpo mamifero nédo  humano, tal como anticorpo

monoclonal murideo, e a regido constante de imunoglobulina
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¢ derivada de uma molécula de imunoglobulina humana.
Preferencialmente, ambas as regides e a combinacdao tém
imunogenicidade baixa como determinado de modo rotineiro
(Elliott et al., 1994). Os anticorpos humanizados séo
moléculas de imunoglobulina <criadas por técnicas de
manipulagdo genética nas quais as regides constantes
murideas sao substituidas por homdélogos humanos, enquanto
se mantém as regides de ligacao de antigénio murideo. O
anticorpo quimérico de rato-humano resultante tem
preferencialmente uma imunogenicidade reduzida e
farmacocinéticas melhoradas em humanos (Knight et al.,

1993).

Assim, numa outra forma de realizacgao preferida, o)
anticorpo contra a IL-18 ou o IL-18R ¢é um anticorpo
humanizado. Exemplos preferidos de anticorpos anti-IL-18
humanizados sé&o, por exemplo, descritos no Pedido de

Patente Europeia EP 0 974 600.

Ainda numa outra forma de realizacgdo preferida, o anticorpo
é completamente  humano. A tecnologia para produzir
anticorpos humanos é descrita em pormenor, por exemplo, na

wOo00/76310, WO99/53049, US 6 162 963 ou AU5336100.

Um método para a preparacao de anticorpos completamente
humanos consiste na “humanizacdo” do sistema imunitario
humoral de rato, isto € na producgdo de estirpes de ratos
capazes de produzir Ig humana (Xeno-rato), pela introducgao
de locais de imunoglobulina (Ig) humana em ratos nos quais
foram inactivados os genes de Ig enddgenos. Os locais de Ig
sao complexos tanto em termos da sua estrutura fisica e no
rearranjo de genes como nos processos de expressdo

necessdrios para produzir no final uma resposta imunitdria
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lata. A diversidade de anticorpos € inicialmente gerada por
rearranjo combinatério entre genes V, D e J diferentes
presentes nos locais de Ig. Estes locais também contém os
elementos reguladores disseminados, o©0s gquais controlam a
expressdo do anticorpo, a exclusado alélica, a alteracao de
classe e a maturacdo da afinidade. A introducdo de
transgenes de Ig humanos nédo rearranjados em ratos
demonstrou que a maquinaria de recombinacdo do rato ¢é
compativel com os genes humanos. Além disso, hibridomas que
segregam hu-mAbs especifico para antigénio de varios
isotipos podem ser obtidos por imunizacdo Xeno-rato com

antigénio.

Os anticorpos completamente humanos e métodos para a sua
produgdo sao conhecidos na técnica (Mendez et al (1997);
Buggemann et al (1991); Tomizuka et al., (2000) Patente WO
98/24893) .

Numa forma de realizacgdo extremamente preferida da presente
invencdo, o inibidor de IL-18 ¢é wuma IL-18BP, ou uma
isoforma, uma proteina mutada, proteina fundida, derivado
funcional, fraccao activa ou derivado permutado
circularmente daquela. Estas isoformas, proteinas mutadas,
proteinas fundidas ou derivados funcionais retém a
actividade biolégica da IL-18BP, em particular a ligacgédo a
IL-18, e tém de um modo preferido essencialmente pelo menos
uma actividade semelhante a IL-18BP. Idealmente, estas
proteinas tém uma actividade biocldgica melhorada em
comparacdo com a IL-18BP nado modificada. As fraccgdes
activas preferidas tém uma actividade que € melhor do que a
actividade da IL-18BP, ou as quais tém outras vantagens,

como uma melhor estabilidade ou uma menor toxicidade ou
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imunogenicidade, ou elas sdo mais fdceis de produzir em

grandes quantidades, ou mais faceis de purificar.

As sequéncias de IL-18BP e das suas variantes de excisdo-
unido/isoformas podem ser retiradas de W099/09063 ou de

Novick et al., 1999, bem como de Kim et al., 2000.

Os derivados funcionais da IL-18BP podem ser conjugados com
polimeros para melhorar as propriedades da proteina, tal
como a estabilidade, semivida, biodisponibilidade,
tolerédncia pelo organismo humano, ou imunogenicidade. Para
atingir este objectivo, a IL18-BP pode ser 1ligada, por
exemplo, a Polietilenoglicol (PEG). A PEGuilacao pode ser
realizada por métodos conhecidos descritos, por exemplo, na

WO 92/13095.

Portanto, numa forma de realizacdo da presente invencédo, o0s

inibidores de IL-18, a IL-18BP & PEGuilada.

Numa outra forma de realizacdao da invencdo, o inibidor de
IL-18 compreende uma fusdao de imunoglobulina, 1isto ¢é o
inibidor de IL-18 € uma proteina fundida compreendendo a
totalidade ou parte de uma proteina de ligacao da IL-18, a
qual esta fundida com a totalidade ou uma porgdo de uma
imunoglobulina. Os métodos para preparar proteinas de fusao
de imunoglobulina sdo bem conhecidos na técnica, tais como,
por exemplo, os descritos na WO 01/03737. O especialista na
técnica compreenderd que a proteina de fusédo resultante da
invencdo retém a actividade bioldégica da IL-18BP, em
particular a ligacdo a IL-18. A fusdo pode ser directa, ou
via um péptido de ligacdo curto o qual pode ser tao curto
quanto 1 até 3 residuos de aminoadacidos de comprimento ou

mais compridos, por exemplo, 13 até 20 residuos de
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aminoacidos de comprimento. O referido grupo de ligacgéo
pode ser, por exemplo, um tripéptido da sequéncia E-F-M
(Glu-Phe-Met), ou uma sequéncia de ligagdo com 13
aminodcidos compreendendo Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-Val-Leu-
Gly-Gly-Gln-Phe-Met introduzidos entre a sequéncia de
IL-18BP e a sequéncia de imunoglobulina. A proteina de
fusdo resultante tem propriedades melhoradas, tais como um
tempo de residéncia prolongado nos fluidos <corporais
(semivida), maior actividade especifica, maior nivel de
expressdo ou a purificacdo da proteina de fusdo ¢é

facilitada.

Numa forma de realizacado preferida, a IL-18BP estd fundida
a regiao constante de uma molécula de Ig.
Preferencialmente, por exemplo, ela estd fundida as regides
de cadeia pesada, como os dominios CH2Z e CH3 da IgGl ou
IgG2 humana. A geragdo de proteinas de fusédo especificas
compreendendo IL-18BP e uma porc¢ao de uma imunoglobulina &,
por exemplo, descrita no exemplo 11 da WO 99/09063. Outras
isoformas de moléculas de Ig também sdo adequadas para a
geracdo de proteinas de fusdo de acordo com a presente
invencao, tais como as isoformas IgG, ou IgGs, ou outras
classes de Ig como, por exemplo, IgM ou IgA. As proteinas
de fusdo podem ser monoméricas ou multiméricas, hetero- ou

homomultiméricas.

Ainda noutra forma de realizacdo da invencdo, utiliza-se um
inibidor de IL-18 em combinagdo com uma ou mais de outras
moléculas activas nas condicgdes clinicas da invencgdo, tais
como vasodilatores, blogueadores de Ca, aspirina,
bloqueadores beta ou semelhantes. Por exemplo, oS
antagonistas de TINF também podem ser utilizados em

combinagcdo com um inibidor de IL-18 de acordo com a
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presente invencdo. Os antagonistas de TNF exercem a sua
actividade de védrios modos. Em primeiro lugar, 0os
antagonistas podem ligar ou sequestrar a prépria molécula
de TINF com afinidade e especificidade suficientes para
neutralizar parcial ou consideravelmente o epitopo de TINF
ou os epitopos responsaveis pela ligacgdo ao receptor de TNF
(doravante designados “antagonistas sequestrantes”). Um
antagonista sequestrante pode ser, por exemplo, um

anticorpo dirigido contra o TNF.

Alternativamente, os antagonistas de TINF podem inibir o
percurso de sinalizagao do TINF activado pelo receptor da
superficie celular apds ligacao do TNF (doravante
designados “antagonistas de sinalizacéo”). Ambos 0s grupos
de antagonistas sado Uteis, quer sozinhos quer em conjunto,
em combinacdo com um inibidor de IL-18, na terapia ou

prevencao da doencga vascular periférica.

Os antagonistas de TINF sdo facilmente identificados e
avaliados pelo rastreio em rotina de candidatos quanto ao
seu efeito na actividade de TINF nativo em Ilinhagens
celulares susceptiveis in wvitro, por exemplo células B
humanas, nas quais o TNF provoca proliferacdo e secrecgao de
imunoglobulina. O ensaio contém a formulagcdo de TINF a
vdrias diluig¢des do antagonista candidato, por exemplo
desde 0,1 até 100 vezes a quantidade molar de TNF utilizado
no ensaio, e controlos sem TNF ou apenas antagonista (Tucci

et al., 1992).

Os antagonistas sequestrantes sdo os antagonistas de TNF
preferidos para serem utilizados de acordo com a presente
invencao. Entre 0s antagonistas sequestrantes sao

preferidos os polipéptidos que ligam o TNF com afinidade
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elevada e possuem imunogenicidade baixa. As moléculas do
receptor de TINF soluveis e o0s anticorpos neutralizantes em
relacédo ao TNF sédo particularmente preferidos. Por exemplo,
o TNF-RI e TNF-RII solGveis sao Uteis na presente invencéo.
As formas truncadas destes receptores, compreendendo os
dominios extracelulares dos receptores ou partes funcionais
destes, sao antagonistas mais particularmente preferidos de
acordo com a presente invencdo. Receptores de TNF de tipo I
e tipo II, soluveis, truncados sdo descritos, por exemplo,

na EP914431.

As formas truncadas dos receptores de TINF s&o soluveis e
foram detectadas na urina e soro como proteinas de ligacgao
inibidoras de TINF com 30 kDa e 40 kDa, as dguais séo
designadas TBPI e TBPII, respectivamente (Engelmann et al.,
1990). De acordo com a invengao € preferida a utilizacgéao
simultédnea, sequencial ou separada do inibidor de IL-18 com

o antagonista de TNF.

Noutra forma de realizagdo preferida, o TNF-RI humano
soluvel (TBPI) é o antagonista de TNF a ser utilizado de
acordo com a invengao. As moléculas de receptor de TINF
soltuveis naturais e recombinantes, e os métodos para a sua
producgédo foram descritos nas Patentes Europeias EP 308 378,

EP 398 327 e EP 433 900.

Os derivados, fragmentos, regides e porg¢des biologicamente
activas das moléculas receptores que se assemelhem
funcionalmente as moléculas de receptor também podem ser
utilizados na ©presente invencdo. Este equivalente ou
derivado biologicamente activo da molécula de receptor
refere-se a porcdo do polipéptido, ou da sequéncia que

<

codifica a molécula de receptor, que ¢é de tamanho
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suficiente e capaz de ligar o TINF com uma afinidade tal que
é¢ inibida ou bloqueada a interaccdo com o receptor de TINF

ligado a membrana.

O inibidor de IL-18 ©pode ser utilizado simulténea,

sequencial ou separadamente com o inibidor de TNF.

Noutra forma de realizacao preferida da presente invencao,
0 inibidor de IL-18 é utilizado numa quantidade de cerca de
0,01 até 100 mg/kg ou de cerca de 1 até 10 mg/kg ou 2 até 5
mg/kg.

O inibidor de IL-18 de acordo com a invencao é
preferencialmente administrado por via  sistémica, e
preferencialmente por via subcutdnea ou intramuscular. Ele
pode ser administrado diariamente, ou dia sim, dia nédo. As
formulagdes de libertacado prolongada tornam possivel uma
administracdo menos frequente, tal como, por exemplo, uma

vez Ppor semana.

A invencdo refere-se ainda a utilizacdo de um vector de
expressao compreendendo a sequéncia de codificagdo de um
inibidor de IL-18 na preparacao de um medicamento para a
prevencao e/ou tratamento de uma doenca vascular
periférica. Assim, ¢é considerada uma abordagem de terapia
de genes para administrar o inibidor de IL-18 ao sitio em
que é necessario. A fim de tratar e/ou prevenir a doenga
vascular ©periférica, o vector de terapia de genes
compreendendo a sequéncia de um inibidor de IL-18 pode ser
injectado, por exemplo, directamente no tecido doente,
evitando assim problemas envolvidos na administragao

sistémica de vectores de terapia de genes, como a diluigéo
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dos vectores, a necessidade de atingir e visar as células

ou tecidos alvo, e os efeitos secundarios.

De acordo com a invengdo, é também contemplada a utilizacgéo
de um vector para induzir e/ou melhorar a producdo enddgena
de um inibidor de IL-18 numa célula normalmente silenciosa
relativamente a expressao de um inibidor de IL-18, ou a
qual expressa quantidades do inibidor que nado sao
suficientes. 0 vector pode compreender sequéncias
reguladoras funcionais nas células desejadas para expressar
o inibidor ou IL-18. Estas sequéncias reguladoras podem
ser, por exemplo, promotores ou intensificadores. A
sequéncia reguladora pode ser depois introduzida no local
certo do genoma por recombinacdo homdéloga, ligando assim
operacionalmente a sequéncia reguladora com © gene, cuja
expressdo se pretende induzir ou intensificar. A tecnologia
é geralmente referida como “Activagédo de Gene Enddgeno”

(EGA), e é descrita, por exemplo, na WO 91/09955.

Sera compreendido pelo especialista na técnica que também é
possivel parar directamente a expressao de IL-18, sem
utilizar um inibidor de IL-18, com a mesma técnica. Para o
fazer, um elemento de regulagdo negativo, como por exemplo
um elemento de silenciamento, pode ser introduzido no local
do gene da IL-18, originando assim uma regulagdao negativa
ou prevengdo da expressao da IL-18. O especialista na
técnica compreenderd que essa regulagdo negativa ou
silenciamento da expressao da IL-18 tem o mesmo efeito que
a utilizacdo de um inibidor de IL-18 para prevenir e/ou

tratar a doenca.

A invencdo refere-se ainda a utilizacdo de uma célula que

foi geneticamente modificada para produzir um inibidor de
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IL-18 no fabrico de um medicamento para o tratamento e/ou

prevengdo de uma doencga vascular periférica.

O inibidor de 1IL-18 a ser utilizado de acordo com a
presente invencgédo pode ser preferencialmente administrado
como uma composigéo farmacéutica, opcionalmente em
combinagdo com uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
inibidor de TNF ou outro fdrmaco activo no tratamento ou

prevencao de uma doencga vascular periférica.

A IL-18BP e as suas isoformas, proteinas mutadas, proteinas
fundidas, derivados funcionais, fraccdes activas ou
derivados permutados circularmente como descritos acima séo
os ingredientes activos preferidos das composicgdes

farmacéuticas.

A definigdo de “farmaceuticamente aceitdvel” pretende
abranger qualquer veiculo, gue ndo interfira com a eficédcia
da actividade bioldégica do ingrediente activo e gque néo
seja téxico para o hospedeiro ao qual é administrado. Por
exemplo, para administragdo parentérica, af(s) proteina(s)
activa(s) pode(m) ser formulada(s) numa forma de dosagem
unitdria para injecgdo em veiculos tais como @ soro
fisioldgico, solugcdo de dextrose, albumina de soro e

solugdo de Ringer.

Os ingredientes activos da composicdo farmacéutica de
acordo com a invengado podem ser administrados a um
individuo numa variedade de modos. As vias de administracéo
incluem as vias intradérmica, transdérmica (por exemplo, em
formulacgdes de libertacéo lenta), intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, subcuténea, oral,

intracraniana, epidural, tépica e intranasal. Pode ser
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utilizada qualgquer outra via de administracgéo
terapeuticamente eficaz, por exemplo absorcdo através dos
tecidos epitelial ou endotelial ou por terapia de genes em
que ¢é administrada ao doente uma molécula de ADN due
codifica o agente activo (por exemplo, via um vector), a
qual faz com que o agente activo seja expressado e
segregado in vivo. Além disso, a(s) proteina(s) de acordo
com a invencgao podem ser administradas em conjunto com
outros componentes de agentes biologicamente activos tais
como tensiocactivos, excipientes, portadores, diluentes e

veiculos farmaceuticamente aceitdveis.

Para administracdao parentérica (por exemplo intravenosa,
subcuténea, intramuscular), a(s) proteina(s) activa(s)
podem ser formuladas como uma solugdo, suspensao, emulsao
ou pé liofilizado em associagao com um veiculo parentérico
farmaceuticamente aceitavel (por exemplo agua, SOro
fisioldgico, solucdo de dextrose) e aditivos que mantém a
isotonicidade (por exemplo, manitol) ou estabilidade
quimica (por exemplo, conservantes e tampdes). A formulagéao

é esterilizada por técnicas comummente utilizadas.

A biodisponibilidade da(s) proteina(s) activa(s) de acordo
com a 1invencdo também pode ser melhorada wutilizando
procedimentos de conjugagdo que aumentam a semivida da
molécula no corpo humano, por exemplo, através da ligacgéao
da molécula a polietileno glicol, como descrito no Pedido

PCT de Patente WO 92/13095.

As quantidades terapeuticamente eficazes da(s) proteina(s)
activa(s) serdo uma funcdo de muitas varidveis, incluindo o
tipo de antagonista, a afinidade do antagonista para a

IL-18, gqualquer actividade citotdéxica residual exibida
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pelos antagonistas, a via de administragdo, o estado
clinico do doente (incluindo a intencdo de manter um nivel

nédo téxico de actividade enddgena de IL-18).

Uma “quantidade terapeuticamente eficaz” é tal que quando
administrada, o inibidor de IL-18 origina a inibicdo da
actividade bioldégica da IL-18. A dosagem administrada, como
doses simples ou multiplas, a um individuo wvariard em
funcdo de uma variedade de factores, incluindo as
propriedades farmacocinéticas do inibidor de IL-18, a via
de administracdo, as condigdes e caracteristicas do doente
(género, idade, peso corporal, estado de saude, tamanho),
extensdo dos sintomas, tratamentos concorrentes, frequéncia
de tratamento e o efeito desejado. O ajuste e manipulacgéo
das gamas de dosagem estabelecidas estdo bem dentro da
aptiddo dos especialistas na técnica, bem como os métodos
in vitro e in vivo de determinacdo da inibicdo da IL-18 num

individuo.

De acordo com a invencdo, o inibidor de IL-18 ¢é utilizado
numa quantidade de cerca de 0,001 até 100 mg/kg ou cerca de
0,01 até 10 mg/kg de peso corporal, ou cerca de 0,1 até
5 mg/kg de peso corporal ou cerca de 1 até 3 mg/kg de peso

corporal ou cerca de 2 mg/kg de peso corporal.

A via de administracdo que ¢é preferida de acordo com a
invencdo € a administragcdo pela via subcuténea. A
administracdo intramuscular é mais preferida de acordo com
a invencdao. A fim de administrar o inibidor de IL-18
directamente no local de acgao, ¢é também preferido

administra-lo por via tépica.
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Noutras formas de realizacdo preferidas, o inibidor de

IL-18 é administrado diariamente ou dia sim, dia nao.

As doses diaria sao geralmente dadas em doses divididas ou
na forma de libertacdo prolongada eficaz para se obter os
resultados desejados. A segunda administragdo ou as
administracdes subsequentes podem ser realizadas a uma
dosagem que ¢é igual, menor ou maior do que a dose inicial
ou anteriormente administrada ao individuo. Uma segunda ou
outra administracdo subsequente pode ser administrada

durante ou antes do aparecimento da doencga.

De acordo com a invencao, o inibidor de IL-18 pode ser
administrado profilédctica ou terapeuticamente a um
individuo antes, simultédnea ou sequencialmente com outros
regimenes ou agentes terapéuticos (por exemplo, regimenes
farmacoldgicos multiplos), numa quantidade terapeuticamente
eficaz, em particular com um inibidor de TNF e/ou outro
agente protector wvascular. Os agentes activos que séo
administrados simultaneamente com outros agentes
terapéuticos podem ser administrados na mesma ou em

composigdes diferentes.

A invencao refere-se ainda a um método de preparacao de uma
composigao farmacéutica compreendendo misturar uma
quantidade eficaz de um inibidor de IL-18 e/ou um
antagonista de TINF com um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

E descrito um método de tratamento de uma doenca vascular
periférica, compreendendo a administragdo de uma quantidade
farmaceuticamente eficaz de um inibidor de IL-18,

opcionalmente em combinacao com uma quantidade



41

farmaceuticamente eficaz de um antagonista de TNF, a um

doente necessitado daquele.

Tendo agora descrito completamente esta invengdo, sera
compreendido pelos especialistas na técnica que a mesma
pode ser realizada dentro de uma gama lata de parémetros,
concentracdes e condicdes equivalentes sem que se saia do
espirito e Admbito da invengdo e sem experimentacdo

excessiva.

A referéncia a passos de métodos conhecidos, passos de
métodos convencionais, métodos conhecidos ou métodos
convencionais ndo é de modo algum um reconhecimento de que
qualquer aspecto, descricdo ou forma de realizacédo da
presente invencdo seja descrito, ensinado ou sugerido na

técnica relevante.

A descricdo precedente de formas de realizacdo especificas
revela de modo tao completo a natureza geral da invencao
que outros podem, aplicando o conhecimento dentro da
pericia na técnica (incluindo o contetudo das referéncias
aqui citadas), modificar e/ou adaptar facilmente tais
formas de realizacdo especificas para varias aplicacgdes,
sem experimentacdo excessiva, e sem se sair do conceito
geral da presente invencgdao. Portanto, tais adaptagdes e
modificagdes estdo dentro do significado e gama de
equivalentes das formas de realizagdo descritas, com base
nos ensinamentos e orientac¢des aqui apresentadas. Entender-
se-4 que a fraseologia ou terminologia aqui utilizada é
para efeitos de descricdo e nao de restrigado, pelo que a
terminologia ou fraseologia da presente especificacdo deve

ser interpretada pelo especialista a luz dos ensinamentos e
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orientag¢des aqui apresentados, em combinagdo com O

conhecimento de um técnico médio na matéria.

EXEMPLOS

Exemplo 1: A inibigdo da IL-18 reduz a isquemia periférica

Métodos:

Introdugdo de isquemia na pata posterior

Ratos C57BL/6J machos (Iffa Creddo, Lyon, Franca) foram
submetidos a cirurgia para induzir isquemia das patas
posteriores. Os animais foram anestesiados por inalacgao de
isoflurano. A constricdo foi efectuada na artéria femoral
direita, 0,5 cm proximal a bifurcacdo das artérias safena e
poplitea. Os ratinhos (7 animais por grupo) foram depois
alojados em condigdes especificas isentas de agentes
patogénicos durante 3 ou 28 dias. A fim de examinar a
funcdo da IL-18BP na angiogénese induzida por isquemia, um
grupo de ratos foi injectado com 60 ung do plasmideo de
expressdo de IL-18BP murideo, pcDNA3-mIL18BP em ambos o0s
musculos tibial cranial, como anteriormente descrito
(Mallat et al., 2001) . Os ratos de controlo foram
injectados com a mesma dosagem do plasmideo de controlo
vazio. Foram fornecidos impulsos eléctricos transcuténeos
(8 dimpulsos eléctricos de onda quadrada de 200 V/cm,
duracdo de 20 ms a 2 Hz) por um electropulsador PS-15
(Genetronics) wutilizando dois eléctrodos de placa em acgo
inoxidavel, colocados 4,2 a 5,3 mm afastados um do outro,
em cada lado da perna. Esta estratégia foi utilizada porque
foi anteriormente demonstrado que ela aumenta os niveis de

IL-18BP no plasma, diminui a actividade da IL-18 no plasma
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e inibe o) desenvolvimento e progressao da placa

aterosclerdtica (Mallat et al., 2001).

Quantificag¢do da Angiogénese

Microangiografia

A densidade de vasos sanguineos foi avaliada por
microangiografia de alta definicdo no final do periodo de
tratamento, como anteriormente descrito (Silvestre et al.,
2000; Silvestre et al., 2001). Resumidamente, os ratos
foram anestesiados (inalacgao de isoflurano) e foi injectado
um meio de contraste (sulfato de bario, 1 g/mlL) através de
um cateter introduzido na aorta abdominal. As imagens
(3 por animal) adguiridas por um transdutor de raios X
digital foram montadas para se obter uma imagem completa
dos membros posteriores. A densidade de vasos sanguineos
foi exprimida como uma percentagem de pixeles por imagem
ocupados por vasos sanguineos na area de quantificacdo. Uma
zona de quantificagao foi delineada pelo local da
constricdo na artéria femoral, o joelho, o bordo do fémur e

o0 limite externo da pata.

Densidade capilar

A analise microangiogrdfica foi concluida pela avaliagéo
das densidades capilares em mGsculos isquémicos e néao
isquémicos, como anteriormente descrito (Silvestre et al.,
2000; Silvestre et al., 2001). Seccgdes de tecido congelado

(7 um) foram incubadas com anticorpo monoclonal de ratazana

dirigido contra CD31 (20 wg/mL, Pharmingen) para
identificar capilares. As revelagdes imunoldgicas foram

visualizadas utilizando sistemas de avidina-biotina
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peroxidase de rabano silvestre (estojo Vectastain ABRC
elite, Vector Laboratories). As densidades capilares foram
calculadas em campos aleatoriamente escolhidos de A&rea

definida, utilizando o software Histolab (Microvision).

Imagiologia de Perfusdo por Laser Doppler

A fim de proporcionar evidéncia funcional das alteracdes
induzidas pela isquemia na vascularizacdo foram realizadas
experiéncias de Imagiologia de Perfusado por Laser Doppler,
como anteriormente descrito (Silvestre et al., 2000;
Silvestre et al., 2001). Resumidamente, os pélos em excesso
foram retirados da pata com um creme depilatdério antes da
imagiologia, e os ratos foram colocados numa placa de
aquecimento a 37 °C para minimizar a variagdao de
temperatura. Mesmo assim, para corrigir para variaveis,
incluindo luz e temperatura ambiente, a perfusdo calculada
foi exprimida como uma razado da pata isquémica em relacao a

pata ndo isquémica.

Andlise Estatistica

Os resultados sdo exprimidos como média * EPM. Foi
utilizada a andlise de wvariéncia ANOVA unifactorial para
comparar cada pardmetro. Foram em seguida efectuadas
comparacgdes utilizando o teste t post-hoc de Bonferonni
para identificar que diferencas de grupo contribuem para a
ANOVA global significativa. Um valor de p<0,05 foi

considerado como estatisticamente significativo.

Resultados:

Microangiografia
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No dia 3, as razbdes de indice angiografico das patas
isquémica/ndo isquémica nao estavam afectadas, em qualquer
um dos grupos (Fig. 1). Pelo contrario, no dia 28, o indice
angiogrdfico mostrou um aumento de 1,6 vezes em ratos
tratados com IL-18BP em comparagao com o0s controlos

(p<0,01) .

Densidade capilar

Os dados microangiogrdaficos foram confirmados através da
andlise da densidade capilar apds revelacdo com CD31. No
dia 28, a densidade capilar da pata isquémica de ratos de

controlo era inferior a da pata ndo isquémica (415131

contra 688%42 vasos/mm2, p<0,01). No entanto, a densidade
capilar da pata isquémica de ratos tratados com IL-18BP era
significativamente superior (aumento de 1,4 vezes) a dos
ratos de controlo (588+48 contra 415131 vasos/mm%
respectivamente, p=0,01) e nao diferiam do nivel observado

na pata nao isquémica.

Imagiologia de perfusdo por laser doppler

As determinacgdes microangiogrédficas e de densidade capilar
estavam associadas a alteragbdes na perfusdo sanguinea.
Houve uma recuperacao do débito sanguineo das patas
posteriores tanto nos ratos tratados como nos ratos nao
tratados. No entanto, nos ratos tratados com IL-18BP, foi
evidente um maior aumento no débito sanguineo (perfusdo do
Pré) no dia 28 em comparagdo com o0s animais de controlo (1,5

vezes, p<0,01, Figura 2).
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Exemplo 2: Regulagdo do nivel das proteinas VEGF, fosfo-Akt
e eNOS

Método:

A expressado de VEGF, fosfo-Akt e eNOS (proteina éxido
nitrico-sintase endotelial) foi determinada por
transferéncia de western nas ©patas isquémica e néao
isquémica, como anteriormente descrito (Silvestre et al.,

2000; Silvestre et al., 2001).

Resultados:

VEGF. No dia 3, nao foram observadas nenhumas alteracdes no
nivel da proteina VEGEF entre as patas isquémica e néo
isquémica, em qualquer um dos grupos. No dia 28, nos ratos
de controlo, o teor de proteina VEGEF tendeu a aumentar na
pata isquémica quando comparada com a nao isquémica, mas
esse aumento nao teve significédncia estatistica. Pelo
contrario, o nivel de proteina VEGF da pata isquémica
estava acentuadamente regulada positivamente em 120% nos
ratos tratados com IL-18BP em comparag¢ao com os controlos

(p<0,05) (Figura 3).

Fosfo-Akt. No dia 3, o nivel de proteina fosfo-Akt estava
inalterado em patas posteriores isquémicas e nao
isquémicas, qualquer que fosse o tratamento. No dia 28, nos
ratos de controlo, o teor de proteina fosfo-Akt estava
aumentado em 60% na pata posterior isquémica em relagdo ao
da nado isquémica (p<0,01). Este aumento no teor de fosfo-
Akt da pata isquémica duplicou em ratos tratados com
IL-18BP (110% de aumento, p<0,05 em comparagcdo com O

aumento na pata isquémica de ratos de controlo) (Figura 4).
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eNOS. No dia 3, o teor de proteina eNOS estava inalterado
em patas isquémicas (10718% contra 103%X24%) e patas nao
isquémica (100%£12% contra 94%21%) para animais de controlo
e tratados com IL-18BP, respectivamente. No dia 28, nos
ratos de controlo, os niveis de eNOS estavam aumentados em
55% na pata isquémica em relagdo a nao isquémica (15518%
contra 100%+11%, respectivamente, p<0,05). Um tal aumento

nao foi afectado pelo tratamento com IL-18BP (160%+12%,

P=0,61 contra o controlo isquémico).

Exemplo 3: Efeito da IL-18BP em EPC (Células progenitoras

endoteliais)

Métodos:

Andlise por Citometria de Fluxo

Julga-se que as células EPC sejam derivadas de células
progenitoras hematopoiéticas Sca-l-positivas (Takahashi et
al., 1999). A percentagem de células mononucleares que
expressam a proteina marcadora de EPC, Sca-1, foi entdao
determinada por citometria de fluxo. Sete dias apds
isquemia, as células mononucleares foram isoladas de sangue
periférico (300 pL) e da medula éssea de ratos tratados com
o plasmideo pcDNA3 vazio ou o plasmideo pcDNA3-mIL18BP (n=5
por grupo). As células de medula &ssea foram obtidas
lavando as tibias e os fémures. As células mononucleares de
baixa densidade foram isoladas ©por centrifugacdo de
gradiente de densidade com Ficoll. As células mononucleares
foram depois incubadas com anticorpos monoclonais contra a

Sca-1 conjugados com isotiocinato de fluoresceina (FITC)



48

(D7, BD Pharmingen). Anticorpos de isotipo idéntico

serviram de controlos.

Ensaio de Diferenciag¢do de EPC

Imediatamente apds isolamento, 5.10° células mononucleares
derivadas de medula &éssea também foram aplicadas em placas
de cultura de células de 35 mm revestidas com vitronectina
de plasma de ratazana (Sigma) e gelatina (0,1%) e mantidas
em meio basal endotelial (EBM2, Bio whittaker). Apdés 4 dias
em cultura, as células nao aderentes foram removidas e as

células aderentes sofreram andlise imunoquimica.

A fim de detectar a captagdo de lipoproteina de baixa
densidade acetilada, marcada com 1,1’-dioctadecil-
3,3,3",3"-tetrametilindocarbocianina (AcLDL-Dil), as
células foram incubadas com AcLDL-Dil (Tebu) a 37 °C
durante 1 hora. As células foram depois fixadas com 2% de
paraformaldeido, incubadas com um anticorpo policlonal de
coelho primdario dirigido contra o factor de von-Willbrand
(VWF') (DAKO) durante 1 hora, e com anticorpo monoclonal
anti-IgG (H+L) de coelho marcado com FITC durante 30 min
(Coulter). As células reveladas duplamente positivas para
AcLDL-Dil e VvWF foram consideradas como sendo EPC, e foram
contadas por pogo. Trés investigadores independentes
avaliaram o numero de EPC por pogo contando trés campos de
poténcia elevada seleccionados aleatoriamente. Os
resultados sdo depois exprimidos como percentagem do numero

total de células mononucleares.
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Resultados:

Julga-se que as EPC sejam derivadas de células
mononucleares Sca-1 positivas (Takahashi et al., 1999). A
percentagem de células mononucleares Sca-1 positivas no
sangue periférico permaneceu inalterada em ratos tratados
com IL-18BP em comparagdo com o0s animais de controlo
(31,5x13% contra 28,5x13%, respectivamente). De modo
semelhante, o numero total de células mononucleares Sca-1
positivas isoladas de medula &éssea nado diferiram entre
ratos tratados com IL-18BP e animais de controlo
(4,35+0,95% contra 5,87x0,22%, respectivamente). Além
disso, o tratamento com IL-18BP nao afectou o numero total
de células mononucleares no sangue periférico ou medula

6ssea (dados nédo apresentados).

As EPC foram isoladas e cultivadas a partir de células
mononucleares de medula éssea e caracterizadas como células
duplamente reveladas positivas para AcLDL-Dil e vWF. A
percentagem de células com revelacdo positiva dupla foi
praticamente indetectdvel em animais ndo isquémicos (<5%,
n=4). A  isquemia induziu um aumento acentuado na
percentagem de células com revelagdo positiva dupla para
AcLDL-Dil e VWF (4813%, p<0,001 contra animais néo
isquémicos). Um tal efeito foi ainda aumentado por
tratamento com IL-18BP (48%*3% nos controlos contra 85%2% em
ratos tratados com IL-18BP, p<0,001) (Figura 5). Assim, o
tratamento com IL-18BP parece estimular a diferenciacdo de
células mononucleares em EPC em vez de aumentar o numero de

células progenitoras em circulacgéo.
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REIVINDICAGCOES

Utilizacédo de um inibidor de IL-18 no fabrico de um
medicamento para o tratamento e/ou prevencdo de uma
doenca vascular periférica das extremidades, em que o
inibidor de IL-18 ¢é seleccionado de um inibidor da
caspase—-1 (ICE), wum anticorpo contra a IL-18, um
anticorpo contra qualgquer uma das subunidades do
receptor de IL-18 e uma proteina de ligacao a IL-18,
ou uma isoforma, proteina mutada, proteina fundida ou

derivado funcional de uma proteina de ligacdo a IL-18

que inibe a actividade bioldégica da IL-18,
compreendendo a proteina mutada uma ou mais
substituicdes conservadoras de aminoacidos,

compreendendo a proteina fundida uma fusdo de
imunoglobulina e estando o derivado funcional

PEGuilado.

Utilizacédo de acordo com a reivindicacgdo 1, em que a
doenca vascular periférica é doenca arterial

periférica.

Utilizacao de acordo com a reivindicacao 1 ou 2, em
que a doencga vascular periférica é a doenca vascular

periférica das extremidades inferiores.

Utilizacéo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, em que a doencga vascular
periférica das extremidades é acompanhada de

claudicacéo.



10.

11.

Utilizacgéo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, em que a doencga vascular

periférica ¢é a doenca de Buerger (Tromboangeite
Obliterante).
Utilizacéo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, em que a doencga vascular

periférica é isquemia periférica.

Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 6, em que a

isquemia periférica é a isquemia critica de membros.

Utilizacéao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, em que a doenca vascular
periférica das extremidades é acompanhada de gangrena

e/ou ulcera.

Utilizacgéao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, em que a doenca vascular
periférica das extremidades & acompanhada de amputacgao

de membro.

Utilizacgéao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, em que o inibidor de IL-18

é um anticorpo dirigido contra a IL-18.

Utilizacéo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, em que o inibidor de IL-18

é um anticorpo dirigido contra o receptor o da L-18.



12.

13.

14.

15.

lo.

Utilizacgéo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, em que o inibidor de IL-18

¢ um anticorpo dirigido contra o receptor P da L-18.

Utilizacéao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 10 até 12, em que o anticorpo contra a

IL-18 é um anticorpo humanizado ou humano.

Utilizacgéo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, em que o inibidor de IL-18

estd glicosilado em um ou mais sitios.

Utilizacao de um vector de expressdo compreendendo a
sequéncia de codificagao de um inibidor de IL-18 na
preparacgdo de um medicamento para o tratamento e/ou
prevengdo de uma doencga vascular periférica das
extremidades, em que o inibidor de IL-18 é
seleccionado de um anticorpo contra a IL-18, um
anticorpo contra qualquer uma das subunidades do
receptor de IL-18 e uma proteina de ligacao a IL-18,
ou uma isoforma, proteina mutada ou proteina fundida
de uma proteina de ligacdo a IL-18 que inibe a
actividade bioldégica da IL-18, compreendendo a
proteina mutada uma ou mais substituicdes
conservadoras de aminoacidos e compreendendo a

proteina fundida uma fusdo de imunoglobulina.

Utilizacdo de um vector de expressao para induzir e/ou
intensificar a produgcdo enddégena de um inibidor de
IL-18 numa célula na preparacdo de um medicamento para
o tratamento e/ou prevencdo de uma doencga vascular

periférica das extremidades, em que o inibidor de



IL-18 é seleccionado de um anticorpo contra a IL-18,
um anticorpo contra qualquer uma das subunidades do
receptor de IL-18 e uma proteina de ligacdo a IL-18,
ou uma isoforma, proteina mutada ou proteina fundida
de wuma proteina de ligacdo a 1IL-18 que inibe a
actividade bioldégica da IL-18, compreendendo a
proteina mutada uma ou mais substituig¢des
conservadoras de aminodcidos e compreendendo a

proteina fundida uma fusdo de imunoglobulina.

Lisboa, 26 de Novembro de 2008
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