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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METODOS
DE TRATAMENTO DE ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL".
REFERENCIA A PEDIDO RELACIONADO

Este pedido reivindica o beneficio do pedido norte-americano

provisério n? 60/809.149, depositado em 25 de maio de 2006, que € aqui
incorporado por referéncia em sua inteireza.
FUNDAMENTOS

O acidente vascular cerebral € uma das principais causas de

morte e incapacidade no mundo. Cerca de 700.000 americanos terdo um
aceidente vascular cerebral este ano. Nos Estados Unidos, o aceidente vas-
cular cerebral é a terceira causa mais freqiente de morte e uma imponante
causa de incapacidade grave de longo prazo.
SUMARIO

A invencdo se base, em parte, na observagao de que a modula-
¢do de VLA-1 pode ser usada para tratar uma leséo isquémica, por exemplo,
acidente vascular cerebral. Portanto, em um aspecto, a invengao apresenta
métodos de tratamento de acidente vascular cerebral em um sujeito. O mé-
todo inclui a administragao ao sujeito de um antagonista de VLA-1 em uma
quantidade eficaz para tratar acidente vascular cerebral. Um "antagonista de
VLA-1" se refere a um agente (por exemplo, qualquer composto) que iniba
pelo menos parcialmente uma interagédo ou atividade de VLA-1. Por exem-
plo, o agente inibe pelo menos parcialmente uma atividade de VLA-1 (por
exemplo, a ligacdo de VLA-1 a um ligante, por exemplo, colageno) ou o a-
gente inibe pelo menos parcialmente um acido nucléico que codifique VLA-1,
por exemplo, para reduzir a expressao da proteina VLA-1. Em uma modali-
dade, o agente reduz a capacidade de VLA-1 de se ligar a colageno, por e-
xemplo, colageno IV, por exemplo, reduz a afinidade de ligagdo VLA-
1/colageno por um fator de pelo menos 2, 3, 5, 10, 20 50 ou 100, e/ou reduz
a ligacdo VLA-1/colageno em pelo menos 5%, por exemplo, pelo menos
10%, 25%, 50%, 75%, 90%, 95% ou mais, em comparac¢ao com a ligagéo na
auséncia do agente.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é um anticorpo
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anti-VLA-1 ou seu fragmento de ligagdao a antigeno. O anticorpo anti-VLA-1
pode ser um anticorpo monoclonal ou seu fragmento de ligagdo a antigeno.
O anticorpo anti-VLA-1 pode ser de comprimento total (por exemplo, uma
IgG (por exemplo, uma 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), IgM, IgA (por exemplo, |-
gA1, IgA2), IgD e IgE ou pode incluir apenas um fragmento de ligagado a an-
tigeno (por exemplo, um fragmento Fab, F(ab'), ou scFv ou uma ou mais
CDRs). Um anticorpo ou seu fragmento de ligagdo a antigeno, pode incluir
duas cadeias pesadas de imunoglobulina e duas cadeias leves de imunoglo-
bulina ou pode ser um anticorpo de cadeia unica. O anticorpo pode, opcio-
nalmente, incluir uma regiao constante escolhida de um gene de regiao
constante kapa, lambda, alfa, gama, delta, epsilon ou mu. Em algumas mo-
dalidades, o anticorpo anti-VLA-1 inclui uma regiao constante de cadeia pe-
sada e leve substancialmente de um anticorpo humano, por exemplo, uma
regidao constante de IgG1 humana ou uma parte dela. Em algumas modali-
dades, o anticorpo anti-VLA-1 é um anticorpo humano.

Em outras modalidades, o anticorpo ou seu fragmento de ligagao
a antigeno, é um anticorpo quimérico ou humanizado. Conforme aqui discu-
tido, os anticorpos podem ser com enxerto de CDR, humanizados ou, mais
genericamente, anticorpos com CDRs de um anticorpo ndo humano e uma
estrutura principal que é selecionada como menos imunogénica em seres
humanos, por exemplo, menos antigénica que a estrutura muridea em que
uma CDR muridea ocorra naturalmente.

Em uma modalidade preferida, o anticorpo anti-VLA-1 é um anti-
corpo de ocorréncia ndao natural, por exemplo, um anticorpo quimérico, com
exerto de CDR ou humanizado com pelo menos CDR3 de cadeia pesada e,
de preferéncia, todas as CDRs de cadeia pesada, mais preferivelmente to-
das as trés CDRs de cadeia pesada e todas as trés CDRs de cadeia leve de
um anticorpo nao humano, por exemplo, um anticorpo ndo humano aqui
descrito. Em uma modalidade preferida, as CDRs podem diferir de uma CDR
aqui mencionada por 1, 2 ou 3 residuos de aminoacidos, por exemplo, a
CDR3 de cadeia pesada pode ser de uma fonte aqui descrita, mas, de outra

forma, outra CDR pode variar conforme aqui descrito.
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Anticorpos anti-VLA-1 preferidos incluem, por exemplo, um anti-
corpo AQC2 humanizado (por exemplo, produzido por um hibridoma com o
N? de Deposito ATCC PTA-3274), AJH10 (ATCC PTA-3580), hAQC2 (ATCC
PTA-3275), haAQC2 (ATCC PTA-3274), hsAQC2 (ATCC PTA-3356), mMAQC2
(ATCC PTA-3273), e anticorpo monoclonal 1B3 (ATCC HB-10536). Em al-
gumas modalidades, o anticorpo anti-VLA-1 pode se ligar ao mesmo epitopo
que AQC2, AJH10, hAQC2, haAQC2, hsAQC2, mAQC2 e/ou 1B3. Em algu-
mas modalidades, o anticorpo anti-VLA-1 compete com AQC2, AJH10,
hAQC2, haAQC2, hsAQC2, mAQC2, e/ou 1B3 pela ligagdo a VLA-1.

Em algumas modalidades, o anticorpo anti-VLA-1 se liga a su-
bunidade a1 de VLA-1, por exemplo, o dominio a1-l de VLA-1.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é um polipeptidio,
por exemplo, laminina ou colageno |, Ill ou IV ou um peptidio de ligagdo a
VLA-1 de laminina ou colageno I, Il ou IV aqui descrito. Em uma modalida-
de, o antagonista de VLA-1 é um peptidio VLA-1, por exemplo, um fragmen-
to da subunidade a1, por exemplo, um fragmento do dominio de a1-l con-
tendo a seqiéncia de aminoacidos VQRGGR ou uma sequéncia de aminoa-
cidos similar com substituicdes de aminoacidos conservadoras. Os peptidios
laminina, coldgeno ou VLA-1 bloqueiam a fungao de VLA-1 conforme testa-
do, por exemplo, por sua capacidade de inibir a adesdo a colageno IV de-
pendente de K562-a1, conforme aqui descrito.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é um inibidor da
expresséo ou tradugdo de um acido nucléico de VLA-1, como uma molécula
de RNA de fita dupla (dsRNA), uma molécula anti-sentido, uma ribozima,
uma molécula de hélice tripla, aptdmero ou qualquer de suas combinagoes.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é uma molécula
pequena aqui descrita (por exemplo, um agente quimico com um peso mole-
cular de menos de 2.500 Da, de preferéncia, menos de 1.500 Da) ou uma
substancia quimica, por exemplo, uma molécula organica pequena.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 pode ser adminis-
trado em uma quantidade e/ou durante um tempo suficientes para reduzir a
lesd@o isquémica no tecido neuronal do cérebro.
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O suijeito é tipicamente um mamifero, por exemplo, ser humano,
cdo, gato, macaco, coelho ou mamifero agricola (por exemplo, cavalo, vaca,
porco e outros). Por exemplo, o sujeito € um ser humano, por exemplo, um
homem ou mulher. O sujeito pode ter pelo menos 18, 25, 30, 45, 50, 55, 60
ou 70 anos de idade.

Em uma modalidade, o sujeito experimentou um acidente vascu-
lar cerebral. O acidente pode ser um acidente vascular cerebral hemorragi-
co, acidente vascular cerebral isquémico ou um ataque isquémico transitério
(TIA).

Em uma modalidade, o sujeito experimentou um acidente vascu-
lar cerebral até 48 horas, por exemplo, até 2, 3, 5, 8, 12, 20 ou 30 horas do
tratamento. Em outra modalidade, o sujeito experimentou um acidente vas-
cular cerebral mais de 48 horas antes, mas até as duas ou trés ultimas se-
manas, do tratamento.

Em outra modalidade, o sujeito tem risco de um acidente vascu-
lar cerebral, por exemplo, experimentou ou estd experimentando condigdes
que criam um risco de acidente vascular cerebral. Exemplos dessas condi-
¢des incluem pressdo sanguinea elevada; uso de tabaco; diabetes melito;
doenca da artéria carétida ou outra; doenga de artérias periféricas; fibrilagao
atrial; outra doenca cardiaca; ataques isquémicos transitorios (TlAs); certos
transtornos sanglineos (por exemplo, elevada contagem de hemacias; a-
nemia falciforme); colesterol sanguineo elevado; inatividade fisica e obesi-
dade; excesso de élcool; algumas drogas ilegais; um acidente vascular ce-
rebral anterior; ou ataque cardiaco anterior.

Em uma modalidade, o sujeito exibe um ou mais dos seguintes
sintomas: dorméncia ou fraqueza stbita da face, dorméncia ou fraqueza su-
bita de um brago; dorméncia ou fraqueza subita de uma perna; confusao
subita; dificuldade de fala subita; dificuldade de entendimento subita; pro-
blemas subitos de visdo em um ou ambos os olhos; dificuldade subita de
andar; vertigem subita; perda subita de equilibrio ou coordenagéo; cefaléia
subita e grave de causa desconhecida. Em algumas modalidades, o sujeito

foi diagnosticado como tendo sofrido um acidente vascular cerebral.



Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é administrado em
uma quantidade suficiente para reduzir o tamanho de um infarto, por exem-
plo, em pelo menos 5, 10, 15, 20, 40, 50, 60, 70 ou 80% ou mais, no tecido

neuronal do cérebro, com relagdo ao tamanho do infarto em um sujeito nao
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disponiveis, por exemplo, detectaveis, no sujeito. Em uma modalidade prefe-
rida, pelo menos uma administracdo de um dos agentes, por exemplo, do
primeiro agente, é feita enquanto o outro agente, por exemplo, o antagonista
de VLA-1, ainda esta presente em um nivel terapéutico no sujeito.

Em uma modalidade, o método também inclui a avaliagdo do
sujeito quanto a um critério pos-acidente vascular cerebral, por exemplo, um
critério ou escala de avaliagdo de acidente vascular cerebral aqui descrito.
Em algumas modalidades, a avaliagdo é realizada pelo menos 1 hora, por
exemplo, pelo menos 2, 4, 6, 8, 12, 24 ou 48 horas ou pelo menos 1 sema-
na, 2 semanas, 4 semanas, 10 semanas, 13 semanas, 20 semanas ou mais,
apds a administracdo do antagonista de VLA-1. O sujeito pode ter sido avali-
ado em um ou mais dos seguintes periodos: antes do inicio do tratamento;
durante o tratamento; ou apés um ou mais elementos do tratamento terem
sido administrados. A avaliagdo pode incluir a avaliagdo da necessidade de
tratamento adicional com o mesmo antagonista de VLA-1 ou de tratamento
adicional com agentes adicionais. Em uma modalidade preferida, se for obti-
do um resultado pré-selecionado da avaliagdo, procede-se a uma etapa adi-
cional, por exemplo, o sujeito recebe a administragéo de outro tratamento ou
se realiza outra avaliagdo ou teste.

Em outra modalidade, o método também inclui uma etapa de
identificagdo de um sujeito que tenha um acidente vascular cerebral (por e-
xemplo, acidente vascular cerebral isquémico, acidente vascular cerebral
hemorragico ou ataque isquémico transitério) ou sintomas de um acidente
vascular cerebral.

Em um aspecto, a exposigdo apresenta um método de tratamen-
to de um sujeito, o método incluindo (a) a determinagado de se um paciente
tem isquemia, por exemplo, isquemia pés-acidente vascular cerebral; (b) a
determinacdo de se o acidente vascular cerebral ou outro evento causador
de isquemia esta dentro de um tempo pré-selecionado, por exemplo, um
tempo aqui descrito; e, se (a) e (b) forem satisfeitos, a administragao ao su-
jeito de um antagonista de VLA-1 em uma quantidade eficaz para tratar a
isquemia.
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Em um aspecto, a exposigdo apresenta um antagonista de VLA-
1 para uso no tratamento de acidente vascular cerebral, por exemplo, con-
forme aqui descrito. O antagonista pode ser um antagonista de VLA-1 aqui
descrito, por exemplo, um anticorpo contra VLA-1 aqui descrito. Em outro
aspecto, a exposi¢cdo apresenta o uso de um antagonista de VLA-1 para a
fabricagdao de um medicamento para o tratamento de acidente vascular ce-
rebral, por exemplo, conforme aqui descrito. O antagonista pode ser um an-
tagonista de VLA-1 aqui descrito, por exemplo, um anticorpo contra VLA-1
aqui descrito.

Em um aspecto, a exposicao apresenta um recipiente que inclui
um antagonista de VLA-1, por exemplo, um anticorpo contra VLA-1, e um
rétulo com instrugdes para uso do antagonista no tratamento de acidente
vascular cerebral.

Em um aspecto, a exposicao apresenta métodos para o trata-
mento de uma lesdo isquémica em um sujeito, por exemplo, uma lesao is-
quémica aqui descrita, 0 método incluindo a administragdo ao sujeito de um
antagonista de VLA-1, por exemplo, um anticorpo anti-VLA-1 aqui descrito,
em uma quantidade eficaz para tratar a lesédo isquémica. Em outro aspecto,
a exposicdo apresenta métodos para o tratamento de lesdo de isquemia-
reperfusdo em um sujeito, 0 método incluindo a administragcdo ao sujeito de
um antagonista de VLA-1, por exemplo, um anticorpo anti-VLA-1 aqui descri-
to, em uma quantidade eficaz para tratar uma lesé@o de isquemia-reperfusao.

Em outro aspecto, a exposicao apresenta metodos de tratamen-
to de lesdo cerebral traumatica (TBI) em um sujeito. O método inclui a admi-
nistragcdo ao sujeito de um antagonista de VLA-1 em uma quantidade eficaz
para tratar TBI.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 & um anticorpo
anti-VLA-1 ou seu fragmento de ligacdo a antigeno. O anticorpo anti-VLA-1
pode ser um anticorpo monoclonal ou seu fragmento de ligagao a antigeno.
O anticorpo anti-VLA-1 pode ser de comprimento total (por exemplo, uma
IgG (por exemplo, uma IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4), IgM, IgA (por exemplo, I-
gA1, IgA2), igD, e IgE ou pode incluir apenas um fragmento de ligacdo a an-
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tigeno (por exemplo, um fragmento Fab, F(ab'). ou scFv ou uma ou mais
CDRs). Um anticorpo ou seu fragmento de ligagdo a antigeno, pode incluir
duas cadeias pesadas de imunoglobulina e duas cadeias leves de imunoglo-
bulina ou pode ser um anticorpo de cadeia uUnica. O anticorpo pode, opcio-
nalmente, incluir uma regido constante escolhida de um gene de regido
constante kapa, lambda, alfa, gama, delta, epsilon ou mu. Em algumas mo-
dalidades, o anticorpo anti-VLA-1 inclui uma regido constante de cadeia pe-
sada e leve substancialmente de um anticorpo humano, por exemplo, uma
regido constante de IgG1 humana ou uma parte dela. Em algumas modali-
dades, o anticorpo anti-VLA-1 é um anticorpo humano.

Em outras modalidades, o anticorpo ou seu fragmento de ligagédo
a antigeno, é um anticorpo quimérico ou humanizado. Conforme aqui discu-
tido, os anticorpos podem ser com enxerto de CDR, humanizados ou, mais
genericamente, anticorpos com CDRs de um anticorpo ndo humano e uma
estrutura principal que é selecionada como menos imunogénica em seres
humanos, por exemplo, menos antigénica que a estrutura muridea em que
uma CDR muridea ocorra naturalmente.

Em uma modalidade preferida, o anticorpo anti-VLA-1 é um anti-
corpo de ocorréncia ndo natural, por exemplo, um anticorpo quimérico, com
exerto de CDR ou humanizado com pelo menos CDR3 de cadeia pesada, e,
de preferéncia, todas as CDRs de cadeia pesada, mais preferivelmente to-
das as trés CDRs de cadeia pesada e todas as trés CDRs de cadeia leve de
um anticorpo ndo humano, por exemplo, um anticorpo ndo humano aqui
descrito. Em uma modalidade preferida, as CDRs podem diferir de uma CDR
aqui mencionada por 1, 2 ou 3 residuos de aminoacidos, por exemplo, CDR3
de cadeia pesada pode ser de uma fonte aqui descrita, mas, de outra forma,
outra CDR pode variar conforme aqui descrito.

Anticorpos anti-VLA-1 preferidos incluem, por exemplo, um anti-
corpo AQC2 humanizado (por exemplo, produzido por um hibridoma com o
Ne de Depdsito ATCC PTA-3274), AJH10 (ATCC PTA-3580), hAQC2 (ATCC
PTA-3275), haAQC2 (ATCC PTA-3274), hsAQC2 (ATCC PTA-3356), mAQC2
(ATCC PTA-3273), e anticorpo monoclonal 1B3 (ATCC HB-10536). Em al-
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gumas modalidades, o anticorpo anti-VLA-1 pode se ligar ao mesmo epitopo
que AQC2, AJH10, hAQC2, haAQC2, hsAQC2, mAQC2 e/ou 1B3. Em algu-
mas modalidades, o anticorpo anti-VLA-1 compete com AQC2, AJH10,
hAQC2, haAQC2, hsAQC2, mAQC2 e/ou 1B3 pela ligagdo a VLA-1.

Em algumas modalidades, o anticorpo anti-VLA-1 se liga & su-
bunidade a1 de VLA-1, por exemplo, o dominio a1-l de VLA-1.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é um polipeptidio,
por exemplo, laminina ou colédgeno 1, 1l ou IV ou um peptidio de ligagao a
VLA-1 de laminina ou colageno I, Il ou IV aqui descrito. Em uma modalida-
de, o antagonista de VLA-1 é um peptidio VLA-1, por exemplo, um fragmen-
to da subunidade a1, por exemplo, um fragmento do dominio a1-l contendo
a sequéncia de aminoacidos VQRGGR ou uma seqliiéncia de aminoacidos
similar com substituicbes de aminodacidos conservadoras. Os peptidios lami-
nina, colageno ou VLA-1 bloqueiam a funcdo de VLA-1 conforme testado,
por exemplo, por sua capacidade de inibir a adesao dependente de K562-a1
a colageno IV conforme aqui descrito. Em uma modalidade, o antagonista de
VLA-1 é um inibidor da expressao ou tradugdo de um acido nucléico de VLA-
1, como uma molécula de RNA de fita dupla (dsRNA), uma molécula anti-
sentido, uma ribozima, uma molécula de hélice tripla, um aptdmero ou qual-
quer de suas combinagodes.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é uma molécula
pequena aqui descrita (por exemplo, um agente quimico com um peso mole-
cular de menos de 2.500 Da, de preferéncia, menos de 1.500 Da) ou uma
substancia quimica, por exemplo, uma molécula organica pequena.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 pode ser adminis-
trado em uma quantidade e/ou durante um tempo suficientes para tratar TBI,
por exemplo, para curar, sanar, aliviar, atenuar, alterar, remediar, melhorar,
beneficiar ou afetar TBI, por exemplo, um ou mais sintomas de TBI aqui des-
critos.

O sujeito é tipicamente um mamifero, por exemplo, ser humano,
cdo, gato, macaco, coelho ou mamifero agricola (por exemplo, cavalo, vaca,

porco e outros). Por exemplo, o sujeito € um ser humano, por exemplo, um
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homem ou mulher. O sujeito pode ter pelo menos 18, 25, 30, 45, 50, 55, 60
ou 70 anos de idade.

A TBI pode ser, por exemplo, uma contuséo, equimose, lacera-
¢do ou hematoma. Em algumas modalidades, o antagonista de VLA-1 é ad-
ministrado para tratar uma TBIl primaria. Em algumas modalidades, o anta-
gonista de VLA-1 é administrado para tratar ou prevenir uma TBI secundaria.

Em uma modalidade, o sujeito experimentou uma TBI em até 48
horas, por exemplo, em até 2, 3, 5, 8, 12, 20 ou 30 horas do tratamento. Em
outra modalidade, o sujeito experimentou a TBI mais de 48 horas antes, mas
até as duas ou trés ultimas semanas, do tratamento.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 € administrado em
uma quantidade suficiente para melhorar sintomas em um ou mais critérios
de avaliagdo de TBI, por exemplo, um critério aqui descrito, em pelo menos
5, 10, 15, 20, 40, 50, 60, 70 ou 80% ou mais. ‘

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é administrado a
uma dosagem de 0,025 mg/kg por dia a 30 mg/kg por dia, por exemplo, 0,1 a
5 mg/kg, por exemplo, 0,3 a 3 mg/kg. Em uma modalidade, o antagonista de
VLA-1 & administrado pelo menos duas vezes em um periodo de 14 dias
apds um acidente vascular cerebral, por exemplo, pelo menos 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13 ou 14 vezes em um periodo de 14 dias apds um acidente
vascular cerebral. O antagonista pode ser administrado, por exemplo, uma
vez ao dia, em dias alternados, duas vezes por semana, uma vez por sema-
na ou uma vez ao dia durante 1 dia, por exemplo, durante 2, 3, 4, 5, 6, 7, 14
ou 28 dias. O antagonista de VLA-1 pode ser administrado por via intraveno-
sa ou parenteral.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 € administrado em
combinagcdo com um tratamento para TBIl. Por exemplo, o antagonista de
VLA-1 pode ser administrado em conjunto com cirurgia e/ou tratamentos pa-
ra outras lesdes e infeccdo. Em uma modalidade preferida, o antagonista de
VLA-1 e 0 segundo agente sdao administrados ao mesmo tempo. Em uma
modalidade preferida, o antagonista de VLA-1 é administrado primeiro, e o

segundo agente é administrado em segundo lugar. Em uma modalidade pre-
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ferida, o segundo agente é administrado primeiro, e 0 antagonista de VLA-1
€ administrado em segundo lugar.

Em uma modalidade, o método também inclui a avaliagédo do
sujeito quanto a um critério de TBI aqui descrito. Em algumas modalidades,
a avaliagao é realizada pelo menos 1 hora, por exemplo, pelo menos 2, 4, 6,
8, 12, 24 ou 48 horas ou pelo menos 1 semana, 2 semanas, 4 semanas, 10
semanas, 13 semanas, 20 semanas ou mais, apds a administragdo do anta-
gonista de VLA-1. O sujeito pode ter sido avaliado em um ou mais dos se-
guintes periodos: antes do inicio do tratamento; durante o tratamento; ou
apds um ou mais elementos do tratamento terem sido administrados. A ava-
liagao pode incluir a avaliagdo da necessidade de tratamento adicional com
0 mesmo antagonista de VLA-1 ou de tratamento adicional com agentes adi-
cionais. Em uma modalidade preferida, se for obtido um resultado pré-
selecionado da avaliagdo, procede-se a uma etapa adicional, por exemplo, o
sujeito recebe a administragcdo de outro tratamento ou se realiza outra avali-
agao ou teste.

Em um aspecto, a exposi¢ao apresenta um antagonista de VLA-
1 para uso no tratamento de TBI, por exemplo, conforme aqui descrito. O
antagonista pode ser um antagonista de VLA-1 aqui descrito, por exemplo,
um anticorpo contra VLA-1 aqui descrito. Em outro aspecto, a exposigao a-
presenta o uso de um antagonista de VLA-1 para a fabricagdo de um medi-
camento para o tratamento de TBI, por exemplo, conforme aqui descrito. O
antagonista pode ser um antagonista de VLA-1 aqui descrito, por exemplo,
um anticorpo contra VLA-1 aqui descrito.

Em um aspecto, a exposi¢do apresenta um recipiente que inclui
um antagonista de VLA-1, por exemplo, um anticorpo contra VLA-1, e um
rétulo com instrugdes para uso do antagonista no tratamento de TBI.

Em outro aspecto, a exposicdo apresenta métodos de tratamen-
to de uma lesao da medula espinhal (SCIl) em um sujeito. O método inclui a
administragdo ao sujeito de um antagonista de VLA-1 em uma quantidade
eficaz para tratar SCI.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é um anticorpo
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anti-VLA-1 ou seu fragmento de ligagdo a antigeno. O anticorpo anti-VLA-1
pode ser um anticorpo monoclonal ou seu fragmento de ligagdo a antigeno.
O anticorpo anti-VLA-1 pode ser de comprimento total (por exemplo, uma
IgG (por exemplo, uma IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4), IgM, IgA (por exemplo, I-
gA1, IgA2), IgD, e IgE ou pode incluir apenas um fragmento de ligagao a an-
tigeno (por exemplo, um fragmento Fab, F(ab'), ou scFv ou uma ou mais
CDRs). Um anticorpo ou seu fragmento de ligacao a antigeno, pode incluir
duas cadeias pesadas de imunoglobulina e duas cadeias leves de imunoglo-
bulina ou pode ser um anticorpo de cadeia unica. O anticorpo pode, opcio-
nalmente, incluir uma regido constante escolhida de um gene de regiao
constante kapa, lambda, alfa, gama, delta, epsilon ou mu. Em algumas mo-
dalidades, o anticorpo anti-VLA-1 inclui uma regido constante de cadeia pe-
sada e leve substancialmente de um anticorpo humano, por exemplo, uma
regido constante de IgG1 humana ou uma parte dela. Em algumas modali-
dades, o anticorpo anti-VLA-1 é um anticorpo humano.

Em outras modalidades, o anticorpo ou seu fragmento de ligagao
a antigeno, € um anticorpo quimérico ou humanizado. Conforme aqui discu-
tido, os anticorpos podem ser com enxerto de CDR, humanizados ou, mais
genericamente, anticorpos com CDRs de um anticorpo ndo humano e uma
estrutura principal que é selecionada como menos imunogénica em seres
humanos, por exemplo, menos antigénica que a estrutura muridea em que
uma CDR muridea ocorra naturaimente.

Em uma modalidade preferida, o anticorpo anti-VLA-1 é um anti-
corpo de ocorréncia nao natural, por exemplo, um anticorpo quimérico, com
exerto de CDR ou humanizado com pelo menos CDR3 de cadeia pesada, e,
de preferéncia, todas as CDRs de cadeia pesada, mais preferivelmente to-
das as trés CDRs de cadeia pesada e todas as trés CDRs de cadeia leve de
um anticorpo ndo humano, por exemplo, um anticorpo ndo humano aqui
descrito. Em uma modalidade preferida, as CDRs podem diferir de uma CDR
aqui mencionada por 1, 2 ou 3 residuos de aminoéacidos, por exemplo, CDR3
de cadeia pesada pode ser de uma fonte aqui descrita, mas, de outra forma,

outra CDR pode variar conforme aqui descrito.
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Anticorpos anti-VLA-1 preferidos incluem, por exemplo, um anti-
corpo AQC2 humanizado (por exemplo, produzido por um hibridoma com o
Ne de Depésito ATCC PTA-3274), AJH10 (ATCC PTA-3580), hAQC2 (ATCC
PTA-3275), haAQC2 (ATCC PTA-3274), hsAQC2 (ATCC PTA-3356), mAQC2
(ATCC PTA-3273) e anticorpo monoclonal 1B3 (ATCC HB-10536). Em algu-
mas modalidades, o anticorpo anti-VLA-1 pode se ligar ao mesmo epitopo
que AQC2, AJH10, hAQC2, haAQC2, hsAQC2, mAQC2 e/ou 1B3. Em algu-
mas modalidades, o anticorpo anti-VLA-1 compete com AQC2, AJH10,
hAQC2, haAQC2, hsAQC2, mAQC2 e/ou 1B3 pela ligagéo a VLA-1.

Em algumas modalidades, o anticorpo anti-VLA-1 se liga a su-
bunidade a1 de VLA-1, por exemplo, 0 dominio al1-l de VLA-1.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é um polipeptidio,
por exemplo, laminina ou colageno I, Il ou IV ou um peptidio de ligagao a
VLA-1 de laminina ou colageno |, Il ou IV aqui descrito. Em uma modalida-
de, o antagonista de VLA-1 é um peptidio VLA-1, por exemplo, um fragmen-
to da subunidade a1, por exemplo, um fragmento do dominio a1-I contendo
a sequiéncia de aminoacidos VQRGGR ou uma sequéncia de aminoacidos
similar com substituicdes de aminoacidos conservadoras. Os peptidios lami-
nina, coldgeno ou VLA-1 blogueiam a fungdo de VLA-1 conforme testado,
por exemplo, por sua capacidade de inibir a adesdo dependente de K562-a1
a colageno IV conforme aqui descrito. Em uma modalidade, o antagonista de
VLA-1 é um inibidor da expressdo ou tradugdo de um &cido nucléico de VLA-
1, como uma molécula de RNA de fita dupla (dsRNA), uma molecula anti-
sentido, uma ribozima, uma molécula de hélice tripla, um aptdmero ou qual-
quer de suas combinagdes.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é uma molécula
pequena aqui descrita (por exemplo, um agente quimico com um peso mole-
cular de menos de 2.500 Da, de preferéncia, menos de 1.500 Da) ou uma
substancia quimica, por exemplo, uma molécula orgénica pequena.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 pode ser adminis-
trado em uma quantidade e/ou durante um tempo suficientes para tratar SClI,

por exemplo, para curar, sanar, aliviar, atenuar, alterar, remediar, melhorar,
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beneficiar ou afetar SCI, por exemplo, uma ou mais sintomas de SCI aqui
descrito.

O sujeito é tipicamente um mamifero, por exemplo, ser humano,
cdo, gato, macaco, coelho ou mamifero agricola (por exemplo, cavalo, vaca,
porco e outros). Por exemplo, o sujeito € um ser humano, por exemplo, um
homem ou mulher. O sujeito pode ter pelo menos 18, 25, 30, 45, 50, 55, 60
ou 70 anos de idade.

Em algumas modalidades, o antagonista de VLA-1 € administra-
do para tratar uma SCI primdria. Em algumas modalidades, o antagonista de
VLA-1 é administrado para tratar ou prevenir uma SCI secundaria.

Em uma modalidade, o sujeito experimentou a SCl em até 48
horas, por exemplo, em até 2, 3, 5, 8, 12, 20 ou 30 horas, do tratamento. Em
outra modalidade, o sujeito experimentou a SCI mais de 48 horas antes, mas
até as duas ou trés ultimas semanas, do tratamento. '

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 € administravdo-em
uma gquantidade suficiente para melhorar sintomas em um ou mais critérios
de avaliacdo de SCI, por exemplo, um critério aqui descrito, em pelo menos
5, 10, 15, 20, 40, 50, 60, 70 ou 80% ou mais.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é administrado a
uma dosagem de 0,025 mg/kg por dia a 30 mg/kg por dia, por exemplo, 0,1 a
5 mg/kg, por exemplo, 0,3 a 3 mg/kg. Em uma modalidade, o antagonista de
VLA-1 é administrado pelo menos duas vezes em um periodo de 14 dias
apds um acidente vascular cerebral, por exemplo, pelo menos 3, 4, 5, 6,7,8,
9, 10, 11, 12, 13 ou 14 vezes em um periodo de 14 dias apés um acidente
vascular cerebral. O antagonista pode ser administrado, por exemplo, uma
vez ao dia, em dias alternados, duas vezes por semana, uma vez por sema-
na ou uma vez ao dia durante 1 dia, por exemplo, durante 2, 3, 4, 5, 6, 7, 14
ou 28 dias. O antagonista de VLA-1 pode ser administrado por via intraveno-
sa ou parenteral.

Em uma modalidade, o antagonista de VLA-1 é administrado em
combinagdo com um segundo agente para o tratamento de SCI. O segundo

agente pode ser, por exemplo, um corticosteréide ou um glicocorticdide, co-
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mo metilprednisolona. Em uma modalidade preferida, o antagonista de VLA-
1 e 0 segundo agente sdo administrados a0 mesmo tempo. Em uma modali-
dade preferida, o antagonista de VLA-1 é administrado primeiro, e o segundo
agente é administrado em segundo lugar. Em uma modalidade preferida, o
segundo agente é administrado primeiro, e o antagonista de VLA-1 é admi-
nistrado em segundo lugar.

Em uma modalidade, o método também inclui a avaliagdo do
sujeito quanto a um critério de SCI aqui descrito. Em algumas modalidades,
a avaliagdo é realizada pelo menos 1 hora, por exemplo, pelo menos 2,4,6,
8, 12, 24 ou 48 horas ou pelo menos 1 semana, 2 semanas, 4 semanas, 10
semanas, 13 semanas, 20 semanas ou mais, apés a administragéo do anta-
gonista de VLA-1. O sujeito pode ter sido avaliado em um ou mais dos se-
guintes periodos: antes do inicio do tratamento; durante o tratamento; ou
apés um ou mais elementos do tratamento terem sido administrados. A ava-
liagdo pode incluir a avaliagdo da necessidade de tratamento adicional com
o mesmo antagonista de VLA-1 ou de tratamento adicional com agentes adi-
cionais. Em uma modalidade preferida, se for obtido um resultado pre-
selecionado da avaliagdo, procede-se a uma etapa adicional, por exemplo, o
sujeito recebe a administragdo de outro tratamento ou se realiza outra avali-
acao ou teste.

Em um aspecto, a exposi¢do apresenta um antagonista de VLA-
1 para uso no tratamento de SCI, por exemplo, conforme aqui descrito. O
antagonista pode ser um antagonista de VLA-1 aqui descrito, por exemplo,
um anticorpo contra VLA-1 aqui descrito. Em outro aspecto, a exposicao a-
presenta o uso de um antagonista de VLA-1 para a fabricagdo de um medi-
camento para o tratamento de SCI, por exemplo, conforme aqui descrito. O
antagonista pode ser um antagonista de VLA-1 aqui descrito, por exemplo,
um anticorpo contra VLA-1 aqui descrito.

Em um aspecto, a exposigdo apresenta um recipiente que inclui
um antagonista de VLA-1, por exemplo, um anticorpo contra VLA-1, e um
rétulo com instrugbes para uso do antagonista no tratamento de SCI.

Conforme aqui usado, o termo "tratamento", "tratar" ou "tratando”
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refere-se & administragao de uma terapia em uma quantidade, maneira e/ou
modo eficaz para melhorar uma condigéo, sintoma ou pardmetro associado
a um transtorno (por exemplo, acidente vascular cerebral, TBl ou SCI) ou
para reduzir o inicio, progressdo ou exacerbagdo do transtorno (incluindo
lesdo secundaria causada pelo transtorno, por exemplo, acidente vascular
cerebral, TBl ou SCIl), em um grau estatisticamente significativo ou em um
grau detectavel por aqueles versados na técnica. Portanto, o tratamento po-
de obter beneficios terapéuticos e/ou profilaticos. Uma quantidade, maneira
ou modo eficaz pode variar dependendo do sujeito e pode ser adaptada ao
sujeito. Conforme aqui usado, "tratamento" também engloba o tratamento
profilatico de sujeitos com elevado risco de acidente vascular cerebral, por
exemplo um sujeito que tenha experimentado um ataque isquémico transito-
rio. Em uma modalidade preferida, o antagonista de VLA-1 & administracao
apés a lesdo isquémica. Em uma modalidade preferida, o antagonista de
VLA-1 é administragdo apés o sujeito ter tido um acidente vascular cerebral.

Conforme aqui usado, "uma quantidade eficaz para tratar' ou
uma "quantidade terapeuticamente eficaz" refere-se a uma quantidade de
um antagonista de VLA-1 que seja eficaz, por administragao de uma dose
unica ou de multiplas doses a um sujeito, para melhorar ou tratar profilatica-
mente uma condig¢do, sintoma ou parametro associado a um transtorno ou
para reduzir o inicio, progressao ou exacerbagao do transtorno, em um grau
estatisticamente significativo ou em um grau detectavel por aqueles versa-
dos na técnica. Por exemplo, no contexto de um acidente vascular cerebral,
"uma quantidade eficaz para tratar" € uma quantidade suficiente para reduzir
o tamanho de um infarto, por exemplo, em pelo menos 5, 10, 15, 20, 40, 50,
60, 70 ou 80% ou mais, no tecido neuronal do cérebro, com relagao ao ta-
manho do infarto em um sujeito nao tratado. Alternativamente, "uma quanti-
dade eficaz para tratar" € uma quantidade suficiente para melhorar sintomas
em um ou mais critérios de avaliagdo de acidente vascular cerebral, TBI ou
SCI aqui descritos em pelo menos 5, 10, 15, 20, 40, 50, 60, 70 ou 80% ou
mais.

7z

Conforme aqui usado, "acidente vascular cerebral” € um termo
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genérico que se refere a condi¢gdes causadas pela oclusdo ou hemorragia de
um ou mais vasos sangliineos que suprem o cérebro, levando a morte celu-
lar. "Acidente vascular cerebral isquémico", conforme aqui usado, refere-se a
um acidente vascular cerebral causado por uma oclusdo de um ou mais va-
sos sangulineos que suprem o cérebro. Tipos de acidente vascular cerebral
isquémico incluem, por exemplo, acidente vascular cerebral embdlico, aci-
dente vascular cerebral cardioembdlico, acidente vascular cerebral trombati-
co, trombose de grandes vasos, infarto lacunar, acidente vascular cerebral
de artéria-artéria e acidente vascular cerebral criptogénico. "Acidente vascu-
lar cerebral hemorragico", conforme aqui usado, refere-se a um acidente
vascular cerebral causado por hemorragia de um ou mais vasos sanguineos
que suprem o cérebro. Tipos de acidente vascular cerebral hemorréagico in-
cluem, por exemplo, acidente vascular cerebral subdural, acidente vascular
cerebral intraparenquimal, acidente vascular cerebral epidural e acidente
vascular cerebral subaracndide.

Conforme aqui usado, "lesdo cerebral traumatica" ou "TBI" refe-
re-se a lesdo ao cérebro causada por forga fisica ou trauma. TBI pode ser
primaria ou secundaria. "TBI primaria" ocorre imediatamente apos a forga
fisica ou trauma e pode resultar, por exemplo, em hematoma expansivo,
hemorragia subaracndéide, edema cerebral, pressao intracraniana elevada e
hipdxia cerebral. "TBI secundéria" pode ocorrer durante um periodo de horas
a dias ap6s a forga fisica ou trauma e pode levar a eventos secundarios gra-
ves (por exemplo, acidente vascular cerebral). TBl é definida como "leve”,
quando um paciente tem uma contagem entre 13 e 15 na Escala de Coma
de Glasgow (GCS). TBI leve pode estar associada a uma perda de consci-
éncia (LOC) durante 5 minutos ou menos apds a forga fisica ou trauma e/ou
amnésia durante um periodo de 10 minutos ou menos apds a forga fisica ou
trauma. TBI é definida como "moderada a grave", quando o paciente tem
uma contagem de menos de 13 na GCS.

Conforme aqui usado, "lesdo da medula espinhal" ou "SCI" refe-
re-se a uma lesao traumadtica mantida da medula espinhal e/ou da area em
torno dela. A medula espinhal pode ser comprimida, cortada ou contundida,
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levando a lesao fisica ou fisioldgica dos axdnios e afetando a condugédo de
impulsos neuroelétricos ao longo do comprimento dos axbnios afetados.
Grandes populagcdes de axénios, incluindo seus corpos celulares associa-
dos, podem morrer, causando perda de comunicag@o entre o cérebro e os
nervos periféricos. SCI leva, portanto, a uma perda subita de fungao motora
completa ou parcial, cuja extensdo depende da localizagdo da lesédo. SCI
superior (cervical) pode resultar em perda total da fungdo motora, quadriple-
gia, perda de controle respiratério e/ou colapso cardiovascular. SCI inferior
(torécica) pode resultar em paraplegia, sem envolver disfuncédo dos bragos
ou respiratdria.

Todas as patentes, pedidos de patentes e referéncias s&o aqui
incorporadas por referéncia em suas inteirezas. Em caso de conflito, preva-
lece o presente pedido.

Os detalhes de uma ou mais modalidades da invengdo séao a-
presentados nos desenhos anexos e descrigdo abaixo. Outras caracteristi-
cas, objetos e vantagens da invencgéo ficardo claros com a descricédo e de-
senhos e com as reivindicagdes.

DESCRICAO DOS DESENHOS

A FIG. 1A é um grafico da avaliagdo de comportamento apoés

MCAO.

A FIG. 1B é um grafico da porcentagem do hemisfério infartado
em camundongos de controle e tratamento com anticorpo anti-VLA-1 apos
MCAO.

A FIG. 1C é um gréafico do volume de infarto em camundongos
de controle e tratamento com anticorpo anti-VLA-1 apés MCAO.

A FIG. 1D é um gréfico da porcentagem de edema em camun-
dongos de controle e tratamento com anticorpo anti-VLA-1 apés MCAO.

A FIG. 2A é um gréfico do volume de infarto em camundongos de
controle e tratamento com anticorpo anti-VLA-1 apdés MCAO.

A FIG. 2B é um gréafico da porcentagem de edema em camun-
dongos de controle e tratamento com anticorpo anti-VLA-1 apés MCAO.
DESCRICAQ DETALHADA
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e Gotwals et al., 1996, J. Clin. Invest. 97: 2469-2477); na promogao da con-
tracdo e reorganizagao de matrizes de coladgeno, um componente critico da
cicatrizagao de feridas (Gotwals et al., supra ; e Chiro, 1991,Cell 67 : 403-
410); e na regulagdo da expressao de genes envolvidos na remodelagem da
matriz extracelular (Riikonen et al., 1995, J. Biol. Chem. 270: 1-5; e Langholz
et al., 1995, J. Cell Biol. 131: 1903-1915).

Antagonistas de VLA-1

Varios agentes podem ser usados como antagonistas de VLA-1
para tratar acidente vascular cerebral. Esses agentes incluem anticorpos
contra VLA-1 ou contra uma parte de VLA-1, por exemplo, contra a subuni-
dade a1 de VLA-1. Alguns agentes preferidos incluem os anticorpos anti-
VLA-1 apresentados nos pedidos de patentes norte-americanas n?
60/283.794, depositado em 14 de abril de 2001, e 60/303.689, depositado
em 6 de julho de 2001, e apresentados no WO 02/083854. As exposigdes
desses pedidos sdo aqui incorporadas por referéncia em sua inteireza. Ou-
tros agentes incluem moléculas pequenas que bloqueiem a interagdo de
VLA-1 a seu ligante, por exemplo, colageno ou laminina, ou modulem a sina-
lizagdo cleular de integrina para diminuir a atividade celular ou fungéo bio-
guimica associada a VLA-1. Agentes utilizaveis nos métodos aqui apresen-
tados também incluem aqueles que reduzem a expressao de VLA-1, como
por terapia genética e tecnologia anti-sentido.

Anticorpos anti-VLLA-1

Antagonistas de VLA-1 exemplificativos incluem anticorpos que
se ligam a VLA-1. Em uma modalidade, o anticorpo inibe a interagdo entre
VLA-1 e um ligante de VLA-1 (por exemplo, colageno), por exemplo, por blo-
queio fisico da interagao, diminuindo a afinidade de VLA-1 e/ou um ligante
de VLA-1 por sua contrapartida, rompimento ou desestabilizagédo de comple-
xos de VLA-1, sequiestracdao de VLA-1 ou busca de VLA-1 para degradagao.
Em uma modalidade, o anticorpo pode se ligar a VLA-1 em um ou mais resi-
duos de aminoéacidos que participam da interface de ligagado VLA-1/ligante.
Esses residuos de aminoacidos podem ser identificados, por exemplo, por

varredura de alanina. Em outra modalidade, o anticorpo pode se ligar a resi-
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duos que néao participam na ligagdo VLA-1/ligante. Por exemplo, o anticorpo
pode alterar uma conformagdo de VLA-1 e, dessa forma, reduzir a afinidade
de ligagdo, ou o anticorpo pode bloquear estericamente a ligagao VLA-
1/ligante. Em uma modalidade, o anticorpo pode reduzir a ativagdo de um
evento ou atividade mediada por VLA-1.

Conforme aqui usado, o termo "anticorpo" refere-se a uma prote-
ina que inclui pelo menos uma regiao variavel de imunoglobulina, por exem-
plo, uma sequiéncia de aminodcidos que apresente um dominio variavel de
imunoglobulina ou uma sequéncia de dominio variavel de imunoglobulina.
Por exemplo, um anticorpo pode incluir uma regido varidvel de cadeia pesa-
da (H) (aqui abreviada como VH), e uma regiao variavel de cadeia leve (L)
(aqui abreviada como VL). Em outro exemplo, um anticorpo inclui duas regi-
des variaveis de cadeia pesada (H) e duas regioes variaveis de cadeia leve
(L). O termo "anticorpo" engloba fragmentos de ligagdo a antigeno de anti-
corpos (por exemplo, anticorpos de cadeia unica, fragmentos Fab, fragmen-
tos F(ab')z, fragmentos Fd, fragmentos Fv e fragmentos dAb), assim como
anticorpos completos, por exemplo, imunoglobulinas intactadas e/ou de
comprimento total dos tipos IgA, 1gG (por exemplo, IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4),
IgE, IgD, IgM (assim como seus subtipos). As cadeias leves da imunoglobu-
linas podem ser dos tipos kapa ou lambda. Em uma modalidade, o anticorpo
é glicosilado. Um anticorpo can be funcional para citotoxicidade dependente
de anticorpo e/ou citotoxicidade mediada por complemento ou pode ser nao
funcional para uma ou ambas essas atividades.

As regides VH e VL podem ser adicionalmente subdivididas em
regides de hipervariabilidade, chamadas de "regides determinantes de com-
plementaridade" ("CDR"), entrecortadas por regides que sejam mais conser-
vadas, chamadas de "regides de estrutura principal" (FR). A extensédo das
FR's e CDR's foi definida com precisdo (veja, Kabat, E.A., et al. (1991) Se-
quences of Proteins of Inmunological Interest, Quinta Edi¢do, Departamento
Norte-americano de Saude e Servigos Humanos, Publicagdo NIH No. 91-
3242; e Chothia, C. et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917). Usam-se aqui as
definicOes de Kabat. Cada VH e VL é tipicamente composta por trés CDR's e
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quatro FR's, dispostas da terminagao amino para a terminag&o carboxila na
seguinte ordem: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3, FR4.

Um "dominio de imunoglobulina” refere-se a um dominio do do-
minio varidvel ou constante de moléculas de imunoglobulina. Dominios de
imunoglobulinas tipicamente contém duas folhas B formadas por cerca de
sete filamentos B e uma ligagao dissulfeto conservada (veja, por exemplo, A.
F. Williams e A. N. Barclay (1988) Ann. Rev Immunol. 6:381-405). Uma "se-
quéncia de dominio varidvel de imunoglobulina” refere-se a uma seqiéncia
de aminoacidos que pode formar uma estrutura suficiente para posicionar
sequéncias de CDR em uma conformagao adequada para ligagao a antige-
no. Por exemplo, a sequéncia pode incluir toda ou parte da sequéncia de
aminoacidos de um dominio variavel de ocorréncia natural. Por exemplo, a
sequéncia pode omitir um, dois ou mais aminoacidos N ou C terminais, ami-
nodcidos internos, pode incluir uma ou mais inser¢dées ou aminodcidos ter-
minais adicionais ou pode incluir outras alteragdes. Em uma modalidade, um
polipeptidio que inclui uma seqiéncia de dominio variavel de imunoglobulina
pode se associar a outra seqiéncia de dominio variavel de imunoglobulina
para formar uma estrutura de ligagdo de alvo (ou "sitio de ligagao a antige-
no"), por exemplo, uma estrutura que interaja com VLA-1.

A cadeia VH ou VL do anticorpo também pode incluir toda ou
parte de uma regido constante de cadeia pesada ou leve, para, dessa ma- -
neira, formar uma cadeia de imunoglobulina pesada ou leve, respectivamen-
te. Em uma modalidade, o anticorpo é um tetramero de duas cadeias pesa-
das de imunoglobulina e duas cadeias leves de imunoglobulina. As cadeias
pesadas e leves de imunoglobulinas podem ser conectadas por liga¢ges dis-
sulfeto. A regido constante de cadeia pesada tipicamente inclui trés dominios
constantes, CH1, CH2 e CH3. A regiao constante de cadeia leve tipicamente
inclui um dominio CL. A regiao varidvel das cadeias pesadas e leves contém
um dominio de ligagao que interage com um antigeno. As regioes constan-
tes dos anticorpos tipicamente medeiam a ligagéo do anticorpo a tecidos ou
fatores do hospedeiro, incluindo varias células do sistema imune (por exem-
plo, células efetoras) e o primeiro componente (Clq) do sistema complemen-
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to classico.

Uma ou mais regides de um anticorpo podem ser humanas, efe-
tivamente humanas ou humanizadas. Por exemplo, uma ou mais das regioes
variaveis podem ser humanas ou efetivamente humanas. Por exemplo, uma
ou mais das CDRs, por exemplo, HC CDR1, HC CDR2, HC CDRS3, LC C-
DR1, LC CDR2, e LC CDRS3, podem ser humanas. Cada uma das CDRs de
cadeia leve pode ser humana. HC CDR3 pode ser humana. Uma ou mais
das regides de estrutura principal podem ser humanas, por exemplo, FR1,
FR2, FR3, e FR4 da HC ou LC. Em uma modalidade, todas as regides de
estrutura principal sdo humanas, por exemplo, derivadas de uma célula so-
matica humana, por exemplo, uma célula hematopoiética que produza imu-
noglobulinas ou uma célula nao hematopoiética. Em uma modalidade, as
sequéncias humanas séao sequéncias de linhagem germinativa, por exemplo,
codificadas por um &cido nucléico de linhagem germinativa. Uma ou mais
das regides constantes podem ser humanas, efetivamente humanas ou hu-
manizadas. Em outra modalidade, pelo menos 70, 75, 80, 85, 90, 92, 95 ou
98% das regides de estrutura principal (por exemplo, FR1, FR2, e FR3, cole-
tivamente, ou FR1, FR2, FR3, e FR4, coletivamente) ou o anticorpo inteiro
podem ser humanas, efetivamente humanas ou humanizadas. Por exemplo,
FR1, FR2, e FR3 coletivamente podem ser pelo menos 70, 75, 80, 85, 90,
92, 95, 98 ou 99% idénticas ou completamente idénticas a uma sequéncia
humana codificada por um segmento de linhagem germinativa humana.

Uma regido variavel de imunoglobulina "efetivamente humana" é
uma regiao variavel de imunoglobulina que inclui um numero suficiente de
posi¢cdes de aminoacidos de estrutura principal humana, de modo que a re-
gido variavel de imunoglobulina ndo provoque uma resposta imunogénica
em um ser humano normal. Um anticorpo "efetivamente humano" € um anti-
corpo que inclui um numero suficiente de posicdes de aminoacidos huma-
nas, de modo que o anticorpo ndo provoque uma resposta imunogénica em
um ser humano normal.

Uma regido variavel de imunoglobulina "humanizada" é uma re-

gido variavel de imunoglobulina que é modificada de modo que a forma mo-
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dificada provoque uma resposta imune menor em um ser humano do que a
forma ndo modificada, por exemplo, € modificada para incluir um numero
suficiente de posi¢cdes de aminoacidos de estrutura principal humana de mo-
do que a regido variadvel de imunoglobulina ndo provoque uma resposta imu-
nogénica em um ser humano normal. Descrigdes de imunoglobulinas "hu-
manizadas" incluem, por exemplo, as patentes norte-americanas n°
6.407.213 e 5.693.762. Em alguns casos, imunoglobulinas humanizadas po-
dem incluir um aminoacido nao humano em uma ou mais posi¢dées de ami-
noacidos da estrutura prinicpal.

Anticorpos anti-VLA-1 também podem ser anticorpos quiméricos,
por exemplo, gerados por manipulagdo de um anticorpo cognato (por exem-
plo, murideo, de rato ou coelho). Por exemplo, um anticorpo cognato pode
ser alterado por tecnologia de DNA recombinante, de modo que parte das ou
todas as regides de articulagao e/ou constantes das cadeias pesadas e/ou
leves sejam substituidas pelos componentes correspondentes de um anti-
corpo de outra espécie (por exemplo, de um ser humano). Em geral, os do-
minios variaveis do anticorpo manipulado permanecem idénticos ou subs-
tancialmente assim aos dominios variaveis dos anticorpo cognato. Esse an-
ticorpo manipulado é chamado de anticorpo quimérico e é menos antigénico
que o anticorpo cognato quando administrado a um individuo da espécie da
qual a regido de articulagdo e/ou constante é derivada (por exemplo, um ser
humano). Métodos de preparagdo de anticorpos quiméricos sdo bem conhe-
cidos na técnica. Regides constantes preferidas incluem, mas nao se limitam
a, aquelas derivadas de IgGl e IgG4.

Anticorpos anti-VLA-1 exemplificativos utilizaveis nos métodos
aqui descritos incluem, por exemplo, o anticorpo monoclonal AJH10 (ATCC
PTA-3580; depositado em 2 de agosto 2001 na Cole¢ao Americana de Cul-
tura de Tipo (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-
2209), hAQC2 (ATCC PTA-3275; depositado em 18 de abril de 2001), ha-
AQC2 (ATCC PTA-3274; depositado em 18 de abril de 2001), hsAQC2
(ATCC PTA-3356; depositado em 4 de maio de 2001) e mAQC2 (ATCC
PTA-3273). Todos esses anticorpos foram depositados de acordo com o
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Tratado de Budapeste. Outros anticorpos anti-VLA-1 incluem, por exemplo, o
anticorpo monoclonal 1B3 (ATCC HB-10536) descrito nas patentes norte-
americanas n? 5.391.481 e 5.788.966, e Ha31/8.

Geraciao de anticorpo

Anticorpos que se ligam a VLA-1 podem ser gerados por varios
meios, incluindo imunizagéo, por exemplo, usando um animal ou métodos in
vitro, como exposicdo em fagos. Todo ou parte do VLA-1 pode ser usado
como um imunégeno ou como um alvo para selegao. Por exemplo, VLA-1 ou
seu fragmento, por exemplo, toda ou parte de uma subunidade a1 de VLA-1,
por exemplo, um dominio al-l, pode ser usado como um imundgeno. Em
uma modalidade, o animal imunizado contém células produtoras de imuno-
globulinas com loci de imunoglobulinas naturais, humanos ou parcialmente
humanos. Em uma modalidade, o animal nao humano inclui pelo menos uma
parte de um gene de imunoglobulina humano. Por exemplo, é possivel ma-
nipular cepas de camundongos deficientes na produgdo de anticorpos de
camundongo com grandes fragmentos de loci de Ig humana. Usando-se a
tecnologia de hibridoma, podem-se produzir e selecionar anticorpos mono-
clonais especificos para antigenos derivados dos genes com a especificida-
de desejada. Veja, por exemplo, XENOMOUSE™, Green et al. (1994) Nat.
Gen. 7:13-21; US 2003-0070185; patente norte-americana n? 5.789.650; e
WO 96/34096.

Anticorpos nao humanos contra VLA-1 também podem ser pro-
duzidos, por exemplo, em um roedor. O anticorpo ndao humano pode ser hu-
manizado, por exemplo, conforme descrito em EP 239 400; patentes norte-
americanas n? 6.602.503; 5.693.761; e 6.407.213, desimunizados ou de ou-
tra forma modificados para torna-los efetivamente humanos.

A EP 239 400 (Winter et al.) descreve a alteragdo de anticorpos
por substituicido (com uma dada regido variavel) de suas regides determi-
nantes de complementaridade (CDRs) para uma espécie com aquelas de
outra. Tipicamente, CDRs de um anticorpo ndo humano (por exemplo, muri-
deo) sdo substituidas nas regides correspondentes de um anticorpo humano

usando-se tecnologia de acidos nucléicos recombinantes para produzir se-
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quéncias que codificam o anticorpo substituido desejado. Segmentos do ge-
ne de regido constante humana do isotipo desejado (normalmente gama |
para CH e kapa para CL) podem ser adicionados, € 0s genes de cadeias
pesadas e leves humanizadas podem ser co-expressados em células de
mamiferos para produzir anticorpo humanizado soluvel. Outros métodos pa-
ra a humanizagdo de anticorpos também podem ser usados. Por exemplo,
outros métodos podem ser responsaveis pela estrutura tridimensional do
anticorpo, posi¢gdes na estrutura principal que estejam em proximidade tridi-
mensional com determinantes de ligagao e seqliéncias peptidicas imunogé-
nicas. Veja, por exemplo, WO 90/07861; patentes norte-americanas n°
5.693.762; 5.693.761; 5.585.089; e 5.530.101; Tempest et al. (1991) Biote-
chnology 9:266-271; e patente norte-americana n® 6.407.213.

As vezes, a transferéncia direta de CDRs para uma estrutura
principal humana leva a uma perda de afinidade de ligacdo a antigeno do
anticorpo resultante. Isso é porque, em alguns anticorpos cognatos, certos
aminoacidos dentro das regides de estrutura principal interagem com as
CDRs e, dessa forma, influenciam a afinidade de ligagao global a antigeno
do anticorpo. Nesses casos, seria critico introduzir "mutagdes retrégradas”
nas regioes de estrutura principal do anticorpo receptor para reter a atividade
de ligagdo a antigeno do anticorpo cognato. A abordagem geral de prepara-
cao de mutagdes retrogradas é conhecida na técnica. Por exemplo, Queen
et al.(supra), Co et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA88 : 2869-2873(1991), e
WO 90/07861 (Protein Design Labs Inc.) descrevem uma abordagem que
envolve duas etapas chave. Na primeira, as regides V humanas de estrutura
principal sdo escolhidas por andlise computadorizada quanto & homologia
6tima de seqiéncia de proteina com a regido V de estrutura principal do an-
ticorpo murideo cognato. Entao, a estrutura terciaria da regiao V muridea é
modelada por computador para se visualizarem residuos de aminoacidos de
estrutura principal que provavelmente interajam com as CDRs murideas, e
esses residuos de aminoacidos murideos sao, entao, superpostos a estrutu-
ra principal humana homéloga. Com essa abordagem em duas etapas, ha

varios critérios para projetar anticorpos humanizados. O primeiro critério é
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usar, como receptor humano, a estrutura principal de uma imunoglobulina
humana particular que normalmente seja homoéloga a imunoglobulina doado-
ra ndo humana ou usar uma estrutura prinicpal de consenso de muitos anti-
corpos humanos. O segundo critério é usar o aminoacido doador, em vez do
receptor, se o residuo receptor humano for incomum, e o residuo doador for
tipico para sequéncias humanas em um residuo especifico da estrutura prin-
cipal. O terceiro critério € usar a o residuo de aminoéacido de estrutura princi-
pal doador, em vez do receptor, nas posigdes imediatamente adjacentes as
CDRs.

Também se pode usar uma abordagem diferente, conforme des-
crita, por exemplo, em Tempest, Biotechnology 9: 266-271 (1991). Com essa
abordagem, as estruturas principais de regido V derivadas de cadeias pesa-
das e leves NEWM e REI, respectivamente, sdo usadas para enxertia de
CDR sem introducgéo radical de residuos de camundongo. Uma vantagem do
uso dessa abordagem é que as estruturas tridimensionais de regides varia-
veis NEWM e REI| sdo conhecidas por cristalografia de raios X e, portanto,
interacdes especificas entre CDRs e residuos de estrutura principal de regi-
a0 V podem ser prontamente modelados.

Anticorpos monoclonais completamente humanos que se ligam a
VLA-1 podem ser produzidos, por exemplo, usando-se esplendcitos huma-
nos previamente preparados in vitro, conforme descrito por Boerner et al.
(1991) J. Immunol. 147:86-95. Eles também podem ser preparados por clo-
nagem de repertério, conforme descrito por Persson et al. (1991) Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 88:2432-2436, ou por Huang e Stollar (1991) J. Immunol.
Methods 141:227-236; também a patente norte-americana n? 5.798.230.
Grandes bibliotecas de exposigdo em fagos humanas ndo imunizadas tam-
bém podem ser usadas para isolar anticorpos de alta afinidade que possam
ser desenvolvidos como substancias terapéuticas humanas usando-se tec-
nologia de fagos padronizada (veja, por exemplo, Hoogenboom et al. (1998)
Immunotechnology 4:1-20; Hoogenboom et al. (2000) /Immunol Today 2:371-
8; e US 2003-0232333). Outros métodos para a produgdo de anticorpos

completamente humanos envolvem o uso de animais ndao humanos que te-
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nham loci Ig endégenos inativados e sejam transgénicos para genes de ca-
deias pesadas e cadeias leves de anticorpos humanos néo rearranjados.
Esses animais transgénicos podem ser imunizados com al-l ou seu frag-
mento antigénico desejado, e se preparam, entdo, hibridomas a partir de
células B derivados deles. Esses métodos sao descritos, por exemplo, nas
varias publicagcbes/patentes da GenPharm/Medarex (Palo Alto, CA) referen-
tes a camundongos transgénicos contendo miniloci de Ig humanos (por e-
xemplo, patente norte-americana n® 5.789.650); as varias publica-
¢cOes/patentes da Abgenix (Fremont, CA) com relagdo a XENOMICE (por
exemplo, patentes norte-americanas n® 6.075.181; 6.150.584 e 6.162. 963,
Green et al., Nature Genetics 7: 13-21 (1994); e Mendez et al., 15 (2): 146-
56 (1997)); e as varias publicagdes/patentes da Kirin (Japéo) referentes a
camundongos "“transdmicos" (por exemplo, EP 843 961, e Tomizuka et al. ,
Nature Genetics 16: 133-1443 (1997)). ’

Producéo de Anticorpo e Proteina

Anticorpos e outras proteinas aqui descritas podem ser produzi-
das em células procaribticas e eucaridticas. Em uma modalidade, os anticor-
pos (por exemplo, scFv's) sdo expressados em uma célula de levedura co-
mo Pichia (veja, por exemplo, Powers et al. (2001) J. Immunol. Methods
251:123-35), Hanseula ou Saccharomyces.

Anticorpos, particularmente anticorpos de comprimento total, por
exemplo, 1gG's, podem ser produzidos em células de mamiferos. Células
hospedeiras de mamiferos exemplificativas incluem as de Ovario de Hams-
ter Chinés (células CHO) (incluindo células CHO dhfr-, descritas em Urlaub e
Chasin (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, usadas com um
marcador selecionavel DHFR, por exemplo, conforme descrito em Kaufman
e Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621), linhagens celulares linfociticas, por
exemplo, células de mieloma NSO e células SP2, células COS, K562, e uma
célula de um animal transgénico, por exemplo, um mamifero transgénico.
Por exemplo, a célula é uma célula epitelial mamaria.

Além da sequéncia de acido nucléico que codifica o dominio de

imunoglobulina, os vetores de expressao recombinantes podem ser portado-
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res de seqliéncias de acidos nucléicos adicionais, como seqUéncias que re-
gulam a replicagéo do vetor em células hospedeiras (por exemplo, origens
de replicagao) e genes marcadores selecionaveis. O gene marcador selecio-
navel facilita a selegdo de células hospedeiras nas quais o vetor tenha sido
introduzido (veja, por exemplo, patentes norte-americanas n° 4.399.216;
4.634.665; e 5.179.017). Genes marcadores selecionaveis exemplificativos
incluem o gene da diidrofolato redutase (DHFR) (para uso em células hos-
pedeiras dhfr com selegao por metotrexato/amplificagdao) e o gene neo (para
selecao de G418).

Em um sistema exemplificativo para expressao recombinante de
um anticorpo (por exemplo, um anticorpo de comprimento total ou sua parte
de ligagao a antigeno), um vetor de expressdo recombinante que codifica
tanto a cadeia pesada do anticorpo, quanto a cadeia leve do anticorpo € in-
troduzido em células CHO dhfr- por transfec¢do mediada por fosfato de cal-
cio. Dentro do vetor de expressao recombinante, os genes de cadeias pesa-
das e leves de anticorpo sao cada um opercionalmente ligados a elementos
reguladores intensificadores/promotores (por exemplo, derivados de SV40,
CMV, adenovirus e outros, como um elemento regulador intensificador de
CMV/promotor de AdMLP ou um elemento regulador intensificador de
SV40/promotor de ADMLP) para acionar altos niveis de transcricao dos ge-
nes. O vetor de expressao recombinante também é portador de um gene de
DHFR, que permite a selegdo de células CHO que tenham sido transfecta-
das com o vetor usando selecdo em metotrexato/amplificacao. As células
hospedeiras transformantes selecionadas séo cultivadas para permitir a ex-
pressao das cadeias pesadas e leves de anticorpo, e se recupera anticorpo
intacto do meio de cultura. Usam-se técnicas de biologia molecular padroni-
zadas para preparar o vetor de expressdo recombinante, para transfectar as
células hospedeiras, para selecionar os transformantes, para cultivar as cé-
lulas hospedeiras e para recuperar o anticorpo do meio de cultura. Por e-
xemplo, alguns anticorpos podem ser isolados por cromatografia de afinida-
de com uma Proteina A ou Proteina G.

Os anticorpos também podem incluir modifica¢des, por exemplo,
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modificacdes que alterem a fungdo Fc, por exemplo, para diminuir o remover
a interagdo com um receptor de Fc ou com C1q ou com ambos. Por exem-
plo, a regido constante de IgG1 humana pode sofrer uma mutagdo em um ou
mais residuos, por exemplo, um ou mais dos residuos 234 e 237, por exem-
plo, de acordo com a numeragdo na patente norte-americana n? 5.648.260.
Outras modificacdes exemplificativas incluem aquelas descritas na patente
norte-americana n® 5.648.260.

Para algumas proteinas que incluem um dominio Fc, o sistema
de produgéo de anticorpo/proteina pode ser projetado para sintetizar anti-
corpos ou outras proteinas em que a regido Fc seja glicosilada. Por exem-
plo, o dominio Fc de moléculas de IgG é glicosilado na asparagina 297 no
dominio CH2. O dominio Fc também pode incluir outras modificagdes apds a
tradugéo eucariética. Em outros casos, a proteina é produzida em uma for-
ma que nao seja glicosilada.

Os anticorpos também podem ser produzidos por um animal
transgénico. Por exemplo, a patente norte-americana n? 5.849.992 descreve
um método para a expressdo de um anticorpo na glandula mamaria de um
mamifero transgénico. Constréi-se um transgene que inclui um promotor es-
pecifico para leite e seqiiéncias de acidos nucléicos que codificam o anticor-
po de interesse, por exemplo, um anticorpo aqui descrito, e uma sequéncia
de sinal para secregdo. O leito produzido por fémeas desses mamiferos
transgénicos inlcui, secretada nele, a proteina de interesse, por exemplo, um
anticorpo. A proteina pode ser purificada do leite ou, para algumas aplica-
¢oes, usada diretamente.

Outras Fracdes

Os anticorpos aqui descritos também podem compreender ou-
tras fragBes para efetuar as fungdes desejadas. Por exemplo, os anticorpos
podem incluir uma fragéo de toxina (por exemplo, toxdide teténico ou ricina)
ou um radionuclideo (por exemplo, '"'In ou *°Y) para matar células alvo dos
anticorpos (veja, por exemplo, a patente norte-americana n? 6.307.026). Os
anticorpos podem compreender uma fragéo (por exemplo, biotina, fragdes

fluorescentes, fragdes radioativas, etiquetas de histidina e outras) para um
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facil isolamento ou detecg¢do. Os anticorpos também podem compreender
uma fracdo que possa prolongar sua meia-vida sérica, por exemplo, uma
fracéo polietileno glicol (PEG).

Antagonistas Polipeptidicos

Além dos anticorpos, antagonistas de VLA-1 utilizdveis nos meé-
todos aqui descritos incluem polipeptidios que inibem a fungéo de VLA-1, por
exemplo, por blogueio da interagdo entre VLA-1 e seus ligantes fisiologicos
como colageno, por exemplo, coldgeno |, lIl ou IV ou laminina ou por modu-
lagdo da sinalizagéo celular dependente de VLA-1.

Um antagonista de VLA-1 é um agente que tenha uma ou mais
das seguintes propriedades: (1) reveste ou se liga a um antigeno VLA-1 na
superficie de uma célula portadora de VLA-1 com uma especificidade sufici-
ente para inibir uma interagdo VLA-1/ligante de VLA-1, por exemplo, a inte-
racdo VLA-1/colageno; (2) reveste ou se liga a um antigeno VLA-1 na super-
ficie de uma célula portadora de VLA-1 com especificidade suficiente para
modificar, e de preferéncia inibir, a transdugdo de um sinal mediado por
VLA-1, por exemplo, sinalizagdo mediada por VLA-1/colageno; (3) reveste
ou se liga a um ligante de VLA-1, por exemplo, colageno (por exemplo, cola-
geno 1, Ill ou 1V) ou laminina, com uma especificidade suficiente para inibir a
interagdo VLA-1/ligante de VLA-1; (4) reveste ou se liga a um ligante de
VLA-1, por exemplo, colageno (por exemplo, colageno |, lll ou IV) ou lamini- -
na, com especificidade suficiente para modificar, e de preferéncia inibir, a
transducéo de sinalizagdo de VLA-1 mediada por ligante de VLA-1, por e-
xemplo, sinalizagdo de VLA-1 mediada por coldgeno. Em modalidades prefe-
ridas, o antagonista de VLA-1 tem uma ou ambas as propriedades 1 e 2. Em
outras modalidades preferidas, o antagonista de VLA-1 tem uma ou ambas
as propriedades 3 e 4.

Para fins dos métodos aqui descritos, qualquer agente capaz de
se ligar a antigenos VLA-1 na superficie de células portadoras de VLA-1 e
que bloqueie eficazmente ou revista antigenos VLA-1 é considerado um e-
quivalente do anticorpo monoclonal usado nos presentes exemplos.

Conforme aqui discutido, os antagonistas de VLA-1 usados nos
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métodos aqui descritos ndo se limitam a anticorpos ou derivados de anticor-
pos, mas podem ser outras moléculas, por exemplo, formas soluveis de ou-
tras proteinas que se ligam a VLA-1, por exemplo, as proteinas de ligagao
natura! a VLA-1. Esses antagonistas incluem colageno |, Ill ou IV; peptidios
de ligacdo a VLA-1 de colageno |, lll ou IV; laminina; e peptidios de ligagéo a
VLA-1 de laminina (veja, por exemplo, Pfaff et al., Eur. J. Biochem. 225:975-
84, 1994; Colognato-Pyke et al., J. Biol. Chem. 270: 9398-9406, 1995, e Co-
lognato et al., J. Biol. Chem. 272: 29330-29336, 1997). Por exemplo, pepti-
dios de ligacdo a VLA-1 de colageno I, Ill ou IV podem conter a sequéncia
de aminoacidos GFOGER (veja, por exemplo Knight et al., J. Biol. Chem.
275:35-40, 2000), GROGER (veja, por exemplo, Kim et al., J. Biol. Chem.
280:32512-32520, 2005) ou uma sequiéncia de aminoacidos conservadora-
mente substituida similar. Qutros antagonistas incluem peptidios de VLA-1,
como um peptidio contendo a sequéncia de aminoacidos VQRGGR ou uma
sequiéncia de aminoacidos conservadoramente substituida similar, e mimeti-
cos peptidicos, como aqueles descritos em WO 01/96365; patentes norte-
americanas n® 6.326.403 e 6.001.961. Esses antagonistas podem agir por
competicdo com a proteina de ligagédo a superficie celular pelo VLA-1 ou por
outra alterag@o da fungao de VLA-1.

Antagonistas de Molécula Pequena

- Além de anticorpos, antagonistas de VLA-1 utilizaveis nos méto-
dos aqui descritos incluem quaisquer compostos ndo anticorpos que inibam
a fungdo de VLA-1, por exemplo, por bloqueio da interagéo entre VLA-1 e
seus ligantes fisioldgicos como coldgeno ou por modulagdo da sinalizagao
celular dependente de VLA-1. Exemplos desses compostos sdo compostos
de pequena molécula, por exemplo, aqueles descritos em Weitz-Schmidt et
al., Nat. Med. 7:687-692, 2001). Esses compostos podem ser identificados
usando-se, por exemplo, bibliotecas combinatérias de pequenas moléculas,
bibliotecas combinatdrias de anticorpos, projetos racionais de farmacos e
sintese orgéanica tradicional, seguido por triagem de antagonismo usando-se
qualquer método conhecidos na técnica.

Em um exemplo, VLA-1 expressado recombinantemente ou seus
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fragmentos funcionais podem ser usados para a triagem de bibliotecas de
compostos naturais, semi-sintéticos ou sintéticos. Tipos particularmente uteis
de bibliotecas incluem bibliotecas combinatérias de pequemas moléculas
orgénicas, bibliotecas de exposigdo em fagos e bibliotecas combinatorias de
peptidios.

Métodos para a determinagcdo se componentes da biblioteca se
ligam a um polipeptidio particular sdo bem conhecidos na técnica. Em geral,
o alvo polipeptidico é fixado a um suporte sélido por ligagdo nédo especifica
ou especifica. A ligagdo especifica pode ser realizada usando-se um anti-
corpo que reconhega a proteina que esta ligada a um suporte sélido, como
uma placa ou coluna. Alternativamente, a ligagdo especifica pode ser medi-
ante uma etiqueta de epitopo, como ligagao de GST a um suporte sélido re-
vestidoc om glutationa ou a ligagao de proteina de fusédo de 1gG a um supor-
te solido de Proteina A.

Alternativamente, o VLA-1 expressado recombinantemente ou
suas partes podem ser expressadas na na superficie do fato, como M13.
Uma biblioteca em fase moével é incubada sob condigdes que promovam a
ligacdo especifica entre o alvo e um composto. Compostos que se ligam ao
alvo podem ser, entdo, identificados. Alternativamente, a biblioteca é fixada
a um suporte sélido, e o alvo polipeptidico esta na fase movel.

A ligacdo entre um composto € o alvo VLA-1 pode ser determi-
nada por inUmeros métodos. A ligagdo pode ser identificada por técnicas
como ELISAs ou RIAs competitivos, por exemplo, em que a ligagédo de um
composto a um alvo reduza a ligagdo de um anticorpo ao mesmo alvo. Es-
ses métodos sdo bem conhecidos na técnica. Outro método é usar BiaCO-
RE para medir interagGes entre um alvo e um composto usando métodos
fornecidos pelo fabricante. Um método preferido é a triagem automatizada
de alta produgio; veja, por exemplo, Burbaum et al., Curr Opin Chem Biol. 1:
72-8 (1997), e Schullek et al., Anal Biochem. 246: 20-9 (1997).

Uma vez que um composto candidato que se ligue a um alvo
seja identificado, pode-se determinar se o composto inibe a atividade do al-
vo. Por exemplo, o composto candidato pode ser usado para triagem por sua
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capacidade de inibir a adesado dependente de K562-a1 a colageno V. Veja,
por exemplo,pedido norte-americano n? 60/303.689 e WO 02/083854. Em
outro exemplo, o composto candidato é usado para competir com a ligagéao
de um anticorpo anti-VLA-1 a (1) uma célula que expresse VLA-1 ou (2) uma
molécula contendo a integrina a1B1 ou seu fragmento, por exemplo, o domi-
nio al-l.

QOutro método para identificar antagonistas de VLA-1 € usar a
estrutura de VLA-1 expressado recombinantemente para um projeto racional
de farmaco. Veja, por exemplo, WO 01/73444.

Antagonistas de acidos nucléicos

Em certas implementagbdes, usam-se antagonistas de &cidos
nucléicos para diminuir a expressdo de um gene enddégeno que codifique
VLA-1. Em uma modalidade, o antagonista de acido nucléico € um siRNA
que tenha como alvo mRNA que codifica VLA-1. Outros tipos de acidos nu-
cléicos de blogueio também podem ser usados, por exemplo, um dsRNA,
uma ribozima, um formador de hélice tripla, um aptadmero ou um &cido nu-
cléico anti-sentido.

siRNAs sdo pequenos RNAs de fita dupla (dsRNAs) que incluem
opcionalmente partes pendentes. Por exemplo, a regido de duplex de um
siRNA tem cerca de 18 a 25 nucleotideos de comprimento, por exemplo,
cerca de 19, 20, 21, 22, 23 ou 24 nucleotideos de comprimento. Tipicamen-
te, as sequéncias de siRNA sdo exatamente complementaresm ao mRNA
alvo. dsRNAs e siRNAs, em particular, podem ser usados para silenciar a
expressao de genes em células de mamiferos (por exemplo, células huma-
nas). Veja, por exemplo, Clemens et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
97:6499-6503; Billy et al. (2001) Proc. Natl. Sci. USA 98:14428—-14433; EI-
bashir et al. (2001) Nature. 411:494-8; Yang et al. (2002) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 99:9942-9947, U.S. 20030166282, 20030143204, 20040038278, e
20030224432.

Agentes anti-sentido podem incluir, por exemplo, de cerca de 8 a
cerca de 80 nucleobases (isto é, de cerca de 8 a cerca de 80 nucleotideos),
por exemplo, de cerca de 8 a cerca de 50 nucleobases ou de cerca de 12 a
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cerca de 30 nucleobases. Compostos anti-sentido incluem ribozimas, oligo-
nucleotideos de seqliéncia guia externa (EGS) (oligozimas) e outros RNAs
cataliticos curtos ou oligonucleotideos cataliticos que se hibridizem ao acido
nucléico alvo e modulem sua expressao. Compostos anti-sentido podem in-
cluir um trecho de pelo menos oito nucleobases consecutivas que sejam
complementares a uma sequiéncia no gene alvo. Um oligonucleotideo nao
precisa ser 100% complementar a sua sequiéncia de acido nucléico alvo pa-
ra ser especificamente hibridizavel. Um oligonucleotideo é especificamente
hibridizavel quando a ligagédo do oligonucleotideo ao alvo interfere com a
fungdo normal function da molécula alvo, causando uma perda de utilidade,
€ ha um grau suficiente de complementaridade para evitar ligagcao nao espe-
cifica do oligonucleotideo a sequUéncias nao alvo sob condigbes em que se
deseje ligacao especifica, isto &, sob condigdes fisioldgicas, no caso de en-
saios in vivo ou tratamento terapéutico ou, no caso de ensaios in vitro, sob
condi¢cdes que sejam conduzidas 0s ensaios.

A hibridizacdo de oligonucleotideos anti-sentido com mRNA (por
exemplo, um mRNA que codifique VLA-1) pode interferir com uma ou mais
das fungdes normais de mRNA. As fungdes de mRNA a sofrerem interefe-
réncia incluem todas as fungdes chave, como, por exemplo, translocagao do
RNA para o sitio de tradugao de proteina, tradu¢do da proteina a partir do
RNA, splicing do RNA para fornecer uma ou mais espécies de mRNA e ati-
vidade catalitica em que possa se envolver o RNA. A ligacao de proteina(s)
especifica(s) ao RNA também pode sofrer interferéncia por hibridizagdo de
oligonucleotideo anti-sentido ao RNA.

Compostos anti-sentido exemplificativos incluem seqiéncias de
DNA ou RNA que se hibridizem especificamente ao acido nucléico alvo, por
exemplo, o mRBRNA que codifica VLA-1. A regidao complementar pode se es-
tender entre cerca de 8 e cerca de 80 nucleobases. Os compostos podem
incluir uma ou mais nucleobases modificadas. Nucleobases modificadas po-
dem incluir, por exemplo, pirimidinas 5-substituidas, como 5-iodouracila, 5-
iodocitosina, e C5-propinil pirimidinas como C5-propinilcitosina e C5-
propiniluracila. Outras nucleobases modificadas adequadas incluem N* --(C4



10

15

20

25

30

37

-C42) alquilaminocitosinas e N*,N* --(Cy -C,2) dialquilaminocitosinas. Nucleo-
bases modificadas também podem incluir 7-substituidas-8-aza-7-
desazapurinas e 7-substituidas-7-desazapurinas como, por exemplo, 7-iodo-
7-desazapurinas, 7-ciano-7-desazapurinas, 7-aminocarbonil-7-
desazapurinas. Exemplos dessas incluem 6-amino-7-iodo-7-desazapurinas,
6-amino-7-ciano-7-desazapurinas, 6-amino-7-aminocarbonil-7-
desazapurinas, 2-amino-6-hidréxi-7-iodo-7-desazapurinas, 2-amino-6-
hidréxi-7-ciano-7-desazapurinas, e 2-amino-6-hidréxi-7-aminocarbonil-7-
desazapurinas. Além disso, N° --(C; -C;2) alquilaminopurinas e N,N° --(C; -
Cy2) dialquilaminopurinas, incluindo N® -metilaminoadenina e N°N°® -
dimetilaminoadenina, também s&o nucleobases modificadas adequadas. Da
mesma forma, outras purinas 6-substituidas incluindo, por exemplo, 6-
tioguanina podem constituir nucleobases modificadas apropriadas. Outras
nucleobases adequadas incluem 2-tiouracila, 8-bromoadenina, 8-
bromoguanina, 2-fluoroadenina e 2-fluoroguanina. Derivados de qualquer
uma das nucleobases modificadas acima mencionadas também s&o apropri-
ados. Substituintes de qualquer um dos compostos precedentes podem in-
cluir C4 -C3 alquila, C, -C3 alcenila, Cz -Cyo alcinila, arila, aralquila, heteroa-
rila, halo, amino, amido, nitro, tio, sulfonila, carboxila, alcéxi, alquilcarbonila,
alcoxicarbonila e outros.

DescricBes de outros tipos de agentes de &cidos nucléicos tam-
bém estdo disponiveis. Veja, por exemplo, patentes norte-americanas n?
4.987.071; 5.116.742; e 5.093.246; Woolf et al. (1992) Proc Natl Acad Sci
USA; Antisense RNA and DNA, D.A. Melton, Ed., Cold Spring Harbor Labo-
ratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1988); 89:7305-9; Haselhoff e Gerlach
(1988) Nature 334:585-59; Heleno, C. (1991) Anticancer Drug Des. 6:569-84;
Heleno (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660:27-36; e Maher (1992) Bioassays
14:807-15.

Os acidos nucléicos aqui descritos, por exemplo, um &cido nu-
cléico anti-sentido aqui descrito, podem ser incorporados em um construto
de gene a ser usado como uma parte do protocolo de terapia genética para

distribuir acidos nucléicos que possam ser usados para expressar e produzir
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agentes, por exemplo, &acidos nucléicos anti-sentido dentro das células.
Construtos de expressao desses componentes podem ser administrados em
qualquer veiculo biologicamente eficaz, por exemplo, qualquer formulagao
ou composi¢ao capaz de distribuir o gene componente a célula in vivo. As
abordagens incluem a insergdo do presente gene em vetores virais, incluin-
do retrovirus recombinantes, adenovirus, virus adeno-associados, lentivirus
e virus da herpes simples-1, ou plasmidios bacterinos ou eucariéticos re-
combinantes. Vetores virais transfectam diretamente as células; DNA plas-
midico pode ser distribuido com o auxilio de, por exemplo, lipossomos catid-
nicos (lipofectina) ou derivatizados (por exemplo, conjugados a anticorpo),
conjugados de polilisina, gramacidina S, invélucros virais artificiais ou outros
desses veiculos intracelulares, assim como injegcdo direta do construto de
gene ou uma precipitagao com CaPO, realizada in vivo.

Uma abordagem preferida para introdugao in vivo de acido nu-
cléico em uma célula é com o uso de um vetor viral contendo 4cido nucléico,
por exemplo, um cDNA. A infecgdo de células com um vetor viral tem a van-
tagem de uma grande proporgdo das células alvo poderem receber o acido
nucléico. Além disso, moléculas codificadas dentro do vetor viral, por exem-
plo, por um cDNA contido no vetor viral, sdo eficientemente expressadas em
células que tenham captado o acido nucléico do vetor viral.

Vetores de retrovirus e vetores de virus adeno-associados po-
dem ser usados como um sistema de distribuicao de gene recombinante pa-
ra a transferéncia de genes exdgenos in vivo, particularmente em seres hu-
manos. Esses vetores proporcionam uma distribuicao eficiente de genes em
células, e os acidos nucléicos transferidos sao integrados de maneira estavel
no DNA cromossomal do hospedeiro. Protocolos para a produgéo de retrovi-
ruses recombinantes e para a infecgdo de células in vitro ou in vivo com es-
ses viruses podem ser encontrados em Current Protocols in Molecular Bio-
logy, Ausubel, F.M. et al. (eds.) Greene Publishing Associates, (1989), Se-
¢cbes 9.10-9.14, e outros manuais de laboratério padronizados. Exemplos de
retroviruses adequados incluem pLJ, pZIP, pWE e pEM, que sédo conhecidos

por aqueles versados na técnica. Exemplos de linhagens de virus de acondi-
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cionamento adequados para a preparagao tanto de sistemas retrovirais eco-
trépicos, quanto anfotrépicos incluem CCrip, CCre, 02 e CAm. Retroviruses
foram usados para introduzir varios genes em muitos tipos de células dife-
rentes, incluindo células epiteliais, in vitro e/ou in vivo (veja, por exemplo,
Eglitis et al. (1985) Science 230:1395-1398; Danos e Mulligan (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:6460-6464; Wilson et al. (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85:3014-3018; Armentano et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:6141-6145; Huber et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8039-8043;
Ferry et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8377-8381; Chowdhury et
al. (1991) Science 254:1802-1805; van Beusechem et al. (1992) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:7640-7644; Kay et al. (1992) Human Terapia genética
3:641-647; Dai et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10892-10895;
Hwu et al. (1993) J. Immunol. 150:4104-4115; patentes norte-americanas n?
4.868.116 e 4.980.286; Pedido PCT WO 89/07136; Pedido PCT WO
89/02468; Pedido PCT WO 89/05345; e Pedido PCT WO 92/07573).

Outro sistema de distribuigao viral de genes utiliza vetores deri-
vados de adenovirus. Veja, por exemplo, Berkner et al. (1988) BioTechni-
ques 6:616; Rosenfeld et al. (1991) Science 252:431-434; e Rosenfeld et al.
(1992) Cell 68:143-155. Vetores adenovirais adequados derivados de ade-
novirus cepa Ad tipo 5 dI324 ou outras cepas de adenovirus (por exemplo,
Ad2, Ad3, Ad7 etc.) sdo conhecidos por aqueles versados na técnica.

Ainda outro sistema de vetor viral utilizavel para a distribuigcao do
presente gene é o virus virus adeno-associado (AAV). Veja, por exemplo,
Flotte et al. (1992) Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349-356; Samulski et al.
(1989) J. Virol. 63:3822-3828; e McLaughlin et al. (1989) J. Virol. 62:1963-
1973.

Aptédmeros

Aptameros sao sequéncias oligonucleotidicas curtas que podem
ser usadas para reconhecer e se ligar especificamente a quase qualquer
molécula, incluindo proteinas de superficie celular. A evolugao sistematica
de ligantes pelo processo de enriquecimento exponencial (SELEX) é pode-
rosa e pode ser usada para identificar prontamente esses aptameros. Apta-
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meros podem ser preparados para uma ampla gama de proteinas de impor-
tancia para terapia e diagnéstico, como fatores de crescimento e antigenos
de superficie celular. Esses oligonucleotideos se ligam a seus alvos com
afinidades e especificidades similares a anticorpos (veja Ulrich (2006) Handb
Exp Pharmacol. 173:305-26). Macugen® é um aptdmero terapéutico aprova-
do, que também é o primeiro agente anti-angiogénico aprovado para um
transtorno comum dos olhos.

Fatores de transcricao artificiais

Fatores de transcri¢ao artificiais também podem ser usados para
regular a expressdo de VLA-1. O fator de transcrigéo artificial pode ser proje-
tado ou selecionado de uma biblioteca, por exemplo, quanto a capacidade
de se ligar a uma seqiéncia em um gene endégeno que codifica VLA-1, por
exemplo, em uma regido reguladora, por exemplo, o promotor. Por exemplo,
o fator de transcri¢do artificial pode ser preparado por selegéo in vitro (por
exemplo, usando-se exposicdo em fagos, patente norte-americana n®
6.534.261) ou in vivo ou por projeto baseado em um cédigo de reconheci-
mento (veja, por exemplo, WO 00/42219 e patente norte-americana n®
6.511.808). Veja, por exemplo, Rebar et al. (1996) Methods Enzymol
267:129; Greisman e Pabo (1997) Science 275:657; Isalan et al. (2001) Nat.
Biotechnol 19:656; e Wu et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:344 pa-
ra, entre outros, métodos para a criagdo de bibliotecas de dominios de de-
dos de zinco variados.

Opcionalmente, um fator de transcrigdo artificial pode ser fusio-
nado a um dominio regulador de transcri¢do, por exemplo, um dominio de
ativagdo para ativar a transcrigdo ou um dominio de represséo para reprimir
a transcrigdo. Em particular, dominios de repressdo podem ser usados para
diminuir a expresséo de genes endégenos que codifiquem VLA-1. O préprio
fator de transcricdo artificial pode ser codificado por um &cido nucléico hete-
rélogo que seja distribuido a uma célula, ou a propria proteina pode ser dis-
tribuida a uma célula (veja, por exemplo, patente norte-americana n?
6.534.261). O 4cido nucléico heterdlogo que inclui uma sequéncia que codi-
fique o fator de transcrigao artificial pode estar operacionaimente ligado a um
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promotor induzivel, por exemplo, para permitir o controle fino do nivel do fa-
tor de transcricdo artificial na célula, por exemplo, células neuronais ou gli-
ais, por exemplo, no ou préximo ao sitio da lesdao do acidente vascular cere-
bral ou outra lesdo aqui descrita.

Lesdes Isquémicas

Isquemia se refere a uma reducdo ou aboligdo do suprimento
sangliineo a um tecido. Os métodos aqui descritos podem ser usados para
tratar lesdes associadas a isquemia ou "lesdes isquémicas". Lesdes isqué-
micas podem incluir lesbes, por exemplo, aos rins, figado, pulmbdes, pan-
creas, musculo esquelético, intestinos, coracdo e cérebro. Lesdes isquémi-
cas podem estar associadas a ou ser causadas por, por exemplo, infarto
agudo do miocardio, angioplastia eletiva, enxerto de desvio da artéria coro-
nariana, cirurgia envolvendo desvio cardiaco ou transplante de érgaos ou
tecidos (por exemplo, transplante cardiaco), rejeicdo de tecidos apds trans-
plantes, doenga de enxerto versus hospedeiro, acidente vascular cerebral,
trauma na cabeca, afogamento, sépsis, parada cardiaca, choque, ateroscle-
rose, hipertensdo, doencga cardiaca induzida por cocaina, doenga cardiaca
induzida pelo fumo, insuficiéncia cardiaca, hipertensdo pulmonar, hemorra-
gia, sindrome do vazamento capilar (como sindrome do desconforto respira-
tério de criancas e adultos), insuficiéncia de multiplos sistemas de érgéos,
um estado de baixa pressdo oncética de coldide (como inanigdo, anorexia
nervosa ou insuficiéncia hepéatica com produgdo diminuida de proteinas séri-
cas), anafilaxia, hipotermia, lesdo pelo frio (por exemplo, devida a perfusdo
hipotérmica ou congelamento), sindrome hépato-renal, delirium tremens,
uma lesao de esmagamento, insuficiéncia mesentérica, doenga vascular pe-
riférica, claudicagdo, queimaduras, eletrocug¢do, vasodilatagdo induzida por
excesso de farmacos, vasoconstricdo induzida por excesso de farmacos,
exposicdo a radiagdo (por exemplo, durante fluorescopia ou formagéo de
imagens radiograficas) ou exposi¢cao a alta energia, por exemplo, exposi¢cao
a luz laser. A vasodilagédo induzida por excesso de farmacos pode ser cau-
sada, por exemplo, por nitroprusseto, hidralazona, diazéxido, um bloqueador

do canal de célcio ou um anestésico geral. A vasoconstricdo induzida por
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excesso de farmacos pode ser causada, por exemplo, por neosinefrina, iso-
proterenol, dopamina, dobutamina ou cocaina.

Lesdo de Isquemia-Reperfusao

"Lesdo de isquemia-reperfusao” refere-se a uma lesdo que re-
sulta do reestabelecimento (reperfusao) do fluxo sangliineo para uma regiao
do corpo apds uma interrupgao temporaria do fluxo. Por exemplo, a lesao de
isquemia-reperfusdao pode ocorrer durante certos procedimentos cirurgicos,
como reparo de aneurismas aérticos e transplante de 6rgéaos. Clinicamente,
a lesao de isquemia-reperfusédo pode se manifestar por complicagdbes como,
por exemplo, disfungdo pulmonar, incluindo sindrome do desconforto respi-
ratério do adulto, disfungdo renal, coagulopatias consumptivas, incluindo
trombocitopenia, deposi¢do de fibrina na microvascularizagédo e coagulopatia
intravascular disseminada, lesdo da medula espinhal transitéria ou perma-
nente, arritmias cardiacas e eventos isquémicos agudos, disfungéao hepatica,
incluindo lesdo hepatocelular aguda e necrose, disfungdo gastrointestinal,
incluindo hemorragia e/ou infarto e disfungdo de multiplos 6rgaos (MSOD) ou
sindromes de desconforto inflamatério agudo (SIRS). A lesdo pode ocorrer
nas partes do corpo as quais 0 suprimento sanguineo foi interrompido ou
pode ocorrer em partes completamente su pridas com sangue durante o pe-
riodo de isquemia.

Acidente Vascular Cerebral

Acidente vascular cerebral é um termo genérico para lesao ce-
rebral aguda resultante de doenc¢a ou lesdo dos vasos sanguinos. O aciden-
te vascular cerebral pode ser classificado em pelo menos duas categorias:
acidente vascular cerebral hemorragico (resultante do vazamento de sangue
para fora dos vasos sanglineos normais) e acidente vascular cerebral is-
quémico (isquemia cerebral devida a falta de suprimento de sangue). Alguns
eventos que podem causar acidente vascular cerebral isquémico incluem
trombose, embolismo, e hipoperfusdao sistémica (com isquemia e hipdxia
resultantes).

Acidente vascular cerebral em geral causa morte e lesdo neuro-

nal no cérebro por privagdao de oxigénio e eventos secundarios. A area do
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cérebro que morre como resultado da falta de suprimento sanguineo ou ou-
tra lesdo é chamada de infarto. Em alguns casos, os tratamentos aqui des-
critos podem ser usados para reduzir ou minimizar o tamanho de um infarto,
por exemplo, por redugéo de eventos secundarios que causem morte ou le-
sao neuronal.

A obstrucdo de uma artéria cerebral resultante de um trombo
que tenha se acumulado na parede de uma artéria do cérebro em geral &
chamada de trombose cerebral. No embolismo cerebral, o material oclusivo
que bloqueia a artéria cerebral surge a jusante na circulagéo (por exemplo,
um émbolo é transportado para a artéria cerebral proveniente do coragéo).
Como é dificil discernir se um acidente vascular cerebral é causado por
trombose ou embolismo, usa-se o termo tromboembolismo para cobrir esses
tipos de acidente vascular cerebral. Pode surgir hipoperfusédo sistémica co-
mo conseqiiéncia de niveis sanglineos diminuidos, hematocrito reduzido,
baixa pressdo sangiinea ou incapacidade do coragdo de bombear sangue
adequadamente.

Agentes tromboliticos, como ativador de plasminogénio tissular
(t-PA), foram usados no tratamento de acidente vascular cerebral trombo-
embdlico. Essas moléculas funcional por lise do trombo que causa a isque-
mia. Acredita-se que esses farmacos sejam mais Uteis se administrados tao
logo quanto possivel apds o acidente vascular cerebral agudo (de preferén-
cia, em até 3 horas), para restaurar pelo menos parcialmente o fluxo sangui-
neo cerebral e para manter a viabilidade neuronal. Pode-se usar um antago-
nista de VLA-1, em vez de ou em combinagido com, esses agentes tromboli-
ticos, para se obter um beneficio terapéutico em um sujeito que tenha expe-
rimentado um acidente vascular cerebral tromboembodlico.

Como os agentes tromboliticos exacerbam o sangramento, seu
uso em acidente vascular cerebral hemorragico é contra-indicado. Entretan-
to, um antagonista de VLA-1 pode ser usado para proporcionar beneficios
terapéuticos em casos de acidente vascular cerebral hemorragico.

Além disso, um antagonista de VLA-1 pode ser administrado

como uma terapia profildtica para acidente vascular cerebral ou como seu
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componente, por exemplo, a um sujeito que tenha experimentado um TIA ou
esteja exibindo sintomas de TIA. Quando os sintomas de acidente vascular
cerebral durante menos de 24 horas, e 0 sujeito se recupera completamente,
diz-se que o sujeito sofreu um ataque isquémico transitério (TIA). Os sinto-
mas de TIA incluem um prejuizo temporério da fala, visdo, sensagao ou mo-
vimento. Como se acredita que um TIA freqlientemente seja um preludio de
um acidente vascular cerebral em escala total, sujeitos que tenham sofrido
um TIA sdo candidatos a terapia profilatica para acidente vascular cerebral,
por exemplo, com um antagonista de VLA-1 isoladamente ou em combina-
¢ao com outro agente, por exemplo, um agente anticoagulante (por exemplo,
cumarina e heparina) ou um agente antiplaquetario (como aspirina e ticlopi-
dina).

Outros Tratamentos Para Acidente Vascular Cerebral

Um tratamento para acidente vascular cerebral pode envolver o
uso de um ou mais antagonistas de VLA-1 que possam ser usados em com-
binagdo com um ou mais tratamentos para acidente vascular cerebral. Os
tratamentos podem ser administrados ao mesmo tempo, mas também em
momentos separados, por exemplo, em momentos separados que estejam
dentro de um intervalo especificado, por exemplo, dentro das mesmas 48,
24, 12, 6, 2 ou 1 horas. Além disso, os tratamentos podem usar modos de
administracao distintos.

Tratamentos que podem ser administrados em combinagdo com
um antagonista de VLA-1 incluem: um agente trombolitico (por exemplo, es-
treptoquinase, complexo ativador de plasminogénio-estreptoquinase acilado
(APSAC), uroquinase, ativador de uroquinase-plasminogénio de cadeia uni-
ca (scu-PA), agentes antiinflamatérios, enzimas do tipo trombina de venenos
de cobras, como ancrod, inibidores de trombina, ativador de plasminogénio
tissular (t-PA) e variantes biologicamente ativas de cada um dos acima); um
anticoagulante (por exemplo, warfarin ou heparina); farmaco antiplaquetario
(por exemplo, aspirina); um inibidor de glicoproteina lib/llla; um glicosamino-
glicano; cumarina; GCSF; melatonina; um inibidor de caspase; antioxidantes
(por exemplo, NXY-059, veja Lees et al., (2006) N. Engl. J. Med 354, 588-
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600), um neuroprotetor (por exemplo, um antagonista do receptor de NMDA
e um antagonista canabindide), um anticorpo anti-CD18; um anticorpo anti-
CD11a; um anticorpo anti-ICAM-1; um anticorpo anti-VLA-4, um anticorpo
anti-TWEAK, um anticorpo anti-TWEAK-R, endarterectomia carotidea; angi-
oplastia; insergdo de um stent; e medicina alternativa (por exemplo, acupun-
tura, medicina tradicional chinesa, meditagdo, massagem tratamento com
oxigénio hiperbarico ou pedagogia condutiva).

Exemplos particulares de tratamentos de combinagdo incluem a
administracdo de um antagonista de VLA-1 a um sujeito que tenha experi-
mentado um acidente vascular cerebral pouco depois do inicio dos sintomas
do acidente vascular cerebral e ao mesmo tempo que outro tratamento, co-
mo t-PA. No dia seguinte, o sujeito também pode comegar tratamentos dia-
rios com um farmaco antiplaquetario para proteger contra um futuro acidente
vascular cerebral e posteriormente receber doses adicionais do antagonista
de VLA-1, para manter a biodisponibilidade do antagonista de VLA-1. Como
outro exemplo, um sujeito que tenha experimentado um TIA pode comegar o
tratamento com antagonista de VLA-1 imediatamente apés o diagndstico de
TIA, a uma dose que proporcione beneficios biolégicos durante pelo menos
uma semana, e, entdo, comecar a terapia antiplaquetéria no dia seguinte.

Fatores de Risco Para Acidente Vascular Cerebral

Fatores de risco para acidentes vasculares cerebrais podem ser
usados para identificar um sujeito que possa receber uma dose profilatica de
um antagonista de VLA-1 ou que deva ser monitorizado quanto a sinais adi-
cionais de que é necessario tratamento com um antagonista de VLA-1. Em
alguns casos, trata-se o sujeito se o sujeito tiver dois, trés ou quatro ou mais
fatores de risco, por exemplo, os fatores de risco relacionados abaixo.

Pressdo sanglinea elevada: Pressdo sangliinea elevada
(140/90 mm Hg ou mais) € um fator de risco altamente significativo para aci-
dente vascular cerebral.

Uso de tabaco: Fumar cigarros € um importante fator de risco
prevenivel para acidente vascular cerebral. A nicotina e o monéxido de car-

bono na fumaca do tabaco reduzem a quantidade de oxigénio no sangue.
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Também lesam as paredes de vasos sanglineos, tornam mais provavel a
formacdo de coagulos. O uso de alguns tipos de pilulas de controle de nata-
lidade combinado com o uso de cigarros aumenta grandemente o risco de
acidente vascular cerebral.

Diabetes melito: Diabetes é definido como uma glicose plasmati-
ca em jejum (agucar sanglineo) de 126 mg/dL ou mais medida em duas o-
casides. Embora o diabetes seja tratavel, té-lo aumenta o risco de acidente
vascular cerebral de uma pessoa. Muitas pessoas com diabetes também
tém pressdo sangliinea elevada, colesterol sangtiineo elevado e estéo aci-
ma do peso. Esses fatores adicionais também aumentam o risco de acidente
vascular cerebral.

Doenca da artéria carétida ou outra: As artérias carotidas no
pescogo suprem o sangue para o cérebro. Uma artéria carétida estreitada
por depdsitos gordurosos de aterosclerose (acumulos de placas nas paredes
da artéria) pode ficar bloqueada por um codgulo sangiiineo. A doenga da
artéria carétida também é chamada de estenose da artéria cardtida.

Doenca de artérias periféricas: Sujeitos com doenga de artérias
periféricas tém um risco mais elevado de doenga da artéria carétida, o que
eleva seu risco de acidente vascular cerebral. Doenga de artérias periféricas
é o estreitamento de vasos sangliineos portadores de sangue para os mus-
culos das pernas e bragos. E causada por acumulos de placas gordurosas
nas paredes das artérias.

Fibrilacdo atrial eleva o risco de acidente vascular cerebral. As
camaras superiores do coragdo tremulam, em vez de bater eficazmente, o
que pode deixar o sangue empogar e coagular. Se o coagulo se soltar, entra
na corrente sanglinea e aloja em uma artéria que leva ao cérebro, resulta
um acidente vascular cerebral.

Outra doenca cardiaca: Sujeitos com doenga cardiaca coronari-
ana ou insuficiéncia cardiaca tém um maior risco de acidente vascular cere-
bral do que aqueles com coragdes que funcionem normalmente. Cardiomio-
patia dilatada (um coragdo aumentado), doenga da valvula cardiaca e alguns
tipos de defeitos cardiacos congénitos também elevam o risco de acidente
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vascular cerebral.

Ataques isquémicos transitérios (TIAs): TIAs sdo "acidentes vas-
culares cerebrais de aviso" que produzem sintomas do tipo acidente vascu-
lar cerebral, mas sem lesdo duradoura. O reconhecimento e tratamento de
TIAs pode reduzir o risco de um grande acidente vascular cerebral.

Certos transtornos sangulineos: A elevada contagem de hema-
cias espessa 0 sangue e torna coagulos mais provaveis. Isso eleva o risco
de acidente vascular cerebral. Anemia falciforme (também chamada de a-
nemia de células em foice) é um transtorno genético que afeta principalmen-
te afro-americanos. Hemacias "em forma de foice" sdo menos capazes de
transportar oxigénio para os tecidos e érgdos do corpo e tendem a grudar
nas paredes dos vasos sanglineos, o que pode bloquear artérias do cérebro
e causar um acidente vascular cerebral.

Colesterol sanglineo elevado: Um alto nivel de colesterol total
no sangue (240 mg/dL ou mais) é um importante fator de risco para doenga
coronariana, o que eleva o risco de acidente vascular cerebral. Altos niveis
de colesterol LDL (mais de 100 mg/dL) e triglicerideos (gorduras sangui-
neas, 150 mg/dL ou mais) aumentam o risco de acidente vascular cerebral
em pessoas com doenga cardiaca coronariana anterior, acidente vascular
cerebral isquémico ou ataque isquémico transitério (TIA). Baixos niveis (me-
nos de 40 mg/dL) de colesterol HDL também elevam o risco de acidente
vascular cerebral.

Inatividade fisica e obesidade: Ser inativo, obeso ou ambos pode
aumentar o risco de pressdo sanguinea elevada, colesterol sanglineo ele-
vado, diabetes, doencga cardiaca e acidente vascular cerebral.

Abuso de substancias: Beber quantidades excessivas de alcool
e o uso de drogas intravenosas também aumenta o risco de acidente vascu-
lar cerebral.

Elevacdo da idade: Embora sujeitos de todas as idades, incluin-
do criangas, tenham acidentes vasculares cerebrais, quanto mais velho o
sujeito, maior o risco de acidente vascular cerebral. Por exemplo, o risco po-
de ser muito maior com mais de 55, 60, 70, 80 ou 85 anos.




10

156

20

25

30

48

Sexo (género): O acidente vascular cerebral € mais comum em
homens do que em mulheres. Na maioria dos grupos etarios, mais homens
do que mulheres tém um acidente vascular cerebral em um dado ano. Entre-
tanto, as mulheres representam mais da metade de todas as mortes por aci-
dente vascular cerebral. Mulheres gravidas tém um risco mais elevado de
acidente vascular cerebral.

Hereditariedade (histéria familiar): O risco de acidente vascular
cerebral é maior se um pai, avd, irma ou irméo tiver tido um acidente vascu-
lar cerebral. Da mesma forma, certos antecedentes étnicos podem levar a
um risco aumentado de acidente vascular cerebral.

Acidente vascular cerebral ou ataque cardiaco anterior: Um su-
jeito que tenha tido um acidente vascular cerebral ou um ataque cardiaco
tem um risco muito mais elevado de ter subsequentemente um acidente
vascular cerebral.

Critérios de Avaliacao de Acidente Vascular Cerebral

A capacidade de um antagonista de VLA-1 de tratar um sujeito
com ou com risco de acidente vascular cerebral pode ser avaliada, subjetiva
ou objetivamente, por exemplo, usando-se varios critérios. Ha inumeras fer-
ramentas de avaliagdo disponiveis para proporcionar a avaliacao.

Ferramentas exemplificativas de avaliagao pré-hospital de aci-
dente vascular cerebral incluem-a Escala de Acidente Vascular Cerebral de
Cincinnati e a Triagem Pré-hospital de Acidente Vascular Cerebral de Los
Angeles (LAPSS). Escalas de avaliagdao aguda incluem, por exemplo, A Es-
cala Neurolégica Canadense (CNS), a Escala de Coma de Glasgow (GCS),
a Escala de Acidente Vascular Cerebral Hemisférica, a Escala de Hunt e
Hess, a Escala de Acidente Vascular Cerebral de Mathew, o Mini-Exame de
Estado Mental (MMSE), a Escala de Acidente Vascular Cerebral do NIH
(NIHSS), a Escala de Acidente Vascular Cerebral de Orgogozo, a Classifica-
cao do Projeto de Acidente Vascular Cerebral da Comunicade de Oxfordshi-
re (Bamford) e a Escala de Acidente Vascular Cerebral Escandinava. Esca-
las de avaliagao funcional incluem a Escala de Equilibrio de Berg, a Escala

de Rankin Modificada, a Escala de Impacto de Acidente Vascular Cerebral
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(SIS) e a Medida de Qualidade de Vida Especifica Para Acidente Vascular
Cerebral (SS-QOL). Ferramentas de avaliagdo de resultado incluem a Clas-
sificacdo de Resultado de Acidente Vascular Cerebral da Associagao Ameri-
cana de Cardiologia (AHA SOC), o indice de Barthel, a Medida de Indepen-
déncia Funcional (FIM™), a Escala de Resultado de Glasgow (GOS) e os
Levantamentos de Salde SF-36™ e SF-12™, Outros testes de diagndstico
e triagem incluem o Teste do Brago de Pesquisa de Agdo, a Escala de De-
méncia de Blessed, o Teste de Informagao-Memdéria-Concentragdo na De-
méncia de Blessed, os critérios do DSM-IV para o diagnéstico de deméncia
vascular, a Contagem de Isquemia de Hachinkski, a Escala de Classificagao
de Depresséo de Hamilton, os critérios de NINDS - AIREN para o diagnosti-
co de deméncia vascular, a Contagem de Progndstico de Orpington, o Teste
de Orientagdo-Memoria-Concentragao de Short, o esquema de classificagéo
de Trombose em Infarto do Miocardio, formagao de imagem por MRI (por
exemplo, técnicas de formagdo de imagem por difusédo e perfuséo (Hennin-
ger et al., Stroke 37:1283-1287, 2006), técnicas de MRI ponderadas por difu-
sdo (DWI) e formagédo de imagens sensiveis a fluxo, por exemplo, recupera-
¢do de inversdo atenudada por fluido (FLAIRY)), formagao de imagens funcio-
nais e espectroscépicas (Koroshetz, Ann. Neurol. 39:283-284, 1996), e PET
(Heiss et al., Cerebrovasc. Brain Metab. Rev. 5:235-263, 1993).

Pode-se realizar uma avaliagdo antes e/ou depois da adminis-
tracao de um antagonista de VLA-1.
Lesdo Cerebral Traumatica

Um antagonista de VLA-1 aqui descrito pode ser usado para tra-
tar lesdo cerebral traumatica. Uma lesdo ao cérebro por uma forga fisica é
genericamente chamada de lesdo cerebral traumatica (TBI). O efeito resul-
tante de TBI causa alteragdo de processos cerebrais normais atribuiveis a
alteragdes na estrutura e/ou fungdo do cérebro. Ha dois tipos bésicos de le-
sdo cerebral: lesdo com a cabeca aberta e lesdo com a cabecga fechada. Em
uma lesdo com a cabeca aberta, um objeto, como uma bala, penetra no cra-
nio e lesa o tecido cerebral. A lesdo com a cabega fechada normalmente é

causada por um movimento rapido da cabecga, durante o qual o cérebro é



10

15

20

25

30

50

sacudido para frente e para trds, batendo contra o cranio. As lesdes com a
cabega fechada sao as mais comuns das duas, freqlientemente resultando
de acidentes envolvendo veiculos motorizados ou quedas. Em uma lesao
com a cabeca fechada, a forga bruta ou 0 movimento violeto lesa o cérebro.
A tensdo desse movimento rapido rompe e estira fibras nervosas ou axénios,
rompendo conexdes entre diferentes partes do cérebro. Na maioria dos ca-
sos, um coagulo sanglineo ou hematoma resultante pode empurrar o cére-
bro em torno dele, elevando a pressédo dentro da cabec¢a. Lesbes com cabe-
ca aberta ou fechada podem causar danos graves ao cérebro, resultando na
necessidade de atengdo médica imediata.

Dependendo do tipo de forca que atinge a cabega, podem resul-
tar varias lesdes, como qualquer uma das seguintes: sacudidura do cérebro
dentro do cranio, concussao, fratura do crénio, conteusao, hematoma subdu-
ral ou lesdo axonal difusa. Embora a experiéncia de cada pessoa seja dife-
rente, ha problemas comuns que muitas pessoas com TBIl enfrentam. As
possibilidades documentadas incluem dificuldades de concentragao, resolu-
cdo de problemas ineficaz, problemas de memaria de curto e longo prazo e
habilidades motoras ou sensoriais prejudicadas, ao ponto de uma incapaci-
dade de efetuar tarefas diarias independentemente, como comer, vestir-se
ou tomar banho. O conceito mais amplamente aceito de lesao cerebral divi-
de o processo em eventos primarios e secundarios. A lesao cerebral prima-
ria € considerada mais ou menos completa no momento do impacto, ao pas-
so que a lesdo secundaria evolui durante um periodo de horas a dias apds o
trauma.

LesOes priméarias sdo aquelas comumente associadas a situa-
¢des de emergéncia, como acidentes de automdveis ou qualquer coisa que
cause perda temporaria da consciéncia ou fratura do cranio. Contusdes ou
lesbes do tipo ferida freqlentemente ocorrem sob a localizagdo de um im-
pacto particular. O deslocamento e a rotagdo do cérebro dentro do cranio
ap6s uma lesdao com a cabega fechada resultam em lesé&o de cisalhamento
as fibras nervosas ou ax6nios de conexdo longa do cérebro, o que é chama-
do de leséo axonal difusa. Laceragdes sao definidas como o rasgamento dos
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lobos frontal e temporal ou de vasos sangliineos, causado pela rotagéo do
cérebro sobre as saliéncias dentro do crénio. Hematomas ou coagulos san-
gliineos resultam quando vasos pequenos sdo rompidos pela leséo, Podem
ocorrer entre o cranio e o cérebro (hematoma epidural ou subdural) ou den-
tro da propria substancia do cérebro (hematoma intracerebral). Em qualquer
caso, se forem suficientemente grandes, comprimirdo ou deslocaréo o cére-
bro, lesando estruturas sensiveis dentro do tronco cerebral. Também podem
elevar a pressdo dentro do crénio e, por fim, interromper o suprimento san-
gliineo para o cérebro.

Uma lesdo secundaria retardada no nivel celular foi reconhecida
como uma importante contribuigdo para a perda final de tecido que ocorre
apds a lesdo cerebral. Uma cascata de eventos fisiologicos, vasculares e
bioquimicos é posta em movimento no tecido lesado. Esse processo envolve
uma multiplicidade de sistemas, incluindo possiveis alteragdes em neuropep-
tidios, eletrélitos, como calcio e magnésio, aminoacidos excitatérios, metabd-
litos de acido araquiddnico, como as prostagladinas e leucotrienos, e a for-
macao de radicais livres de oxigénio. Essa lesdo tissular secundaria esta na
raiz da maioria dos efeitos adversos graves de longo prazo que uma pessoa
com lesdo cerebral pode experimentar. Procedimentos que minimizem essa
lesdo podem ser a diferenga entre a recuperagé@o a uma condig@o normal ou
quase normal ou incapacidade permanente.

A lesdo difusa a vasos sangliineos é cada vez mais implicada
como um importante componente da lesao cerebral. A resposta vascular pa-
rece ser bifasica. Dependendo da gravidade do trauma, alteragbes precoces
incluem uma elevagédo inicial na pressdo sanglinea, uma perda precoce da
regulagdo automatica dos vasos sangliineos cerebrais e um rompimento
transitério da barreira hémato-encefdlica (BBB). O pico das alteragbes vas-
culares ocorre aproximadamente seis horas apés a leséo, mas podem per-
sistir durante até seis dias. O significado clinico dessas alteragbes dos vasos
sanglineos ainda néo esta claro, mas pode se relacionar com um inchamen-
to cerebral retardado que é frequentemente visto, particularmente em pes-

soas mais jovens.
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O processo pelo qual contusées do cérebro produzem necrose
cerebral também é complexo e também se prolonga durante um periodo de
horas. Processos toxicos incluem a liberagdo de radicais livres de oxigénio,
danos a membranas celulares, abertura de canais de ions a um influxo de
céalcio, liberagdo de citocinas e metabolismo de &cidos graxos livres em
substancias altamente reativas que podem causar espamo vascular e is-
quemia. Radicais livres sdo formados em algum momento em quase todos
o0s mecanismos de lesao secundaria. O alvo priméario dos radicais livres séo
os acidos graxos da membrana celular. Um processo conhecido como pero-
xidagao de lipidios lesa membranas de células neuronais, gliais e vasculares
de maneira geometricamente progressiva. Se ndo controlada, a peroxidagéao
de lipidios se espalha sobre a superficie da membrana celular e, finalmente,
leva a morte celular. Assim, radicais livres lesam células endoteliais, rompem
a barreira hémato-encefalica (BBB) e lesam diretamente as células cere-
brais, causando edema e alteragdes estruturais em neurénios e glia. O rom-
pimento da BBB é responsavel pelo edema cerebral e exposi¢cdo de células
cerebrais a produtos lesivos transportados pelo sangue.

Insultos sistémicos secundarios (for a do cérebro) podem, con-
sequentemente, levar a lesbes adicionais do cérebro. Isso é extremamente
comum apos lesdes cerebrais de todos os graus de gravidade, particular-
mente se estiverem associadas a multiplas lesdes. Assim, pessoas com le--
sdo cerebral podem experimentar combinagdes de baixo oxigénio sangui-
neo, pressdo sanglinea, alteragdes no coragao e pulméo, febre, transtornos
da coagulagdo sangliinea e outras altera¢gdes adversas a intervalos recor-
rentes nos dias seguintes a les@o cerebral. Essas ocorrem no momento em
que o mecanismo regulatério normal, pelo qual os vasos vasculares cere-
brais podem se relaxar para manter um suprimento adequado de oxigénio e
sangue durante esses eventos adversos, € prejudicado como resultado do
trauma original.

Os protocolos de avaliagdo imediata sdo limitados em sua efici-
éncia e confiabilidade e sdo freqiientemente invasivos. A varredura tomogra-

fica auxiliada por computador (CT) é atualmente aceita como um procedi-
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mento diagnéstico padrdo para a avaliagdo de TBI, pois pode identificar mui-
tas anormalidades associadas a lesdo cerebral primaria, € amplamente dis-
ponivel e pode ser realizada a um custo relativamente baixo (Marik et al.
Chest 122:688-711 2002; McAllister et al. Journal of Clinical e Experimental
Neuropsychology 23:775-791 2001). Entretanto, o uso de varredura de CT
no diagndstico e controle de pacientes que se apresentem em departamen-
tos de emergéncia com TBI pode variar entre as instituicdes, o os proprios
resultados da varredura de CT podem ser maus preditores do desenvolvi-
mento neuropsiquiatrico nos sujeitos com TBI, particularmente no caso de
lesdo TBI leve (McCullagh et al. Brain Injury 15:489-497 2001).

O tratamento imediato de TBI tipicamente envolve cirurgia para
controlar o sangramento no e em torno do cérebro, monitorizag@o e controle
da pressao intracraniana, manutengéo de um fluxo sanglineo adequado pa-
ra o cérebro e tratamento do corpo quanto a outras lesdes e infecgdo. Aque-
les com lesdes cerebrais leves freqlientemente experimentam sintomas sutis
e podem atrasar o tratamento durante dias ou mesmo semanas. Uma vez
que um paciente se decida a procurar cuidados médicos, pode-se usar ob-
servagdo, testes neuroldgicos, imagem de ressondncia magnética (MRI),
varredura por tomografia de emissdo de pdsitrons (PET), varredura de CT de
emissao de féton unico (SPECT), monitorizagdo do nivel de um neurotrans-
missor no fluido espinhal, varreduras de tomografia computadorizada (CT) e
raios X para determinar a extensao da lesdo do paciente. O tipo e a gravida-
de da lesdo determinam os cuidados adicionais.

Um antagonista de VLA-1 pode ser usado, isoladamente ou em
combinagdo com outro tratamento, para se conseguir um beneficio terapéu-
tico em um sujeito que tenha experimentado uma TBI. Além disso, um anta-
gonista de VLA-1 pode ser administrado como uma terapia profilatica para
TBI ou como seu compoente, por exemplo, a um sujeito que tenha experi-
mentado uma TBI ou esteja exibindo sintomas de uma TBI. Por exemplo, um
antagonista de VLA-1 pode ser usado para tratar uma lesdo primaria, uma
lesdo secundéria ou ambas. Alternativamente, um antagonista de VLA-1 po-

de ser usado para tratar uma lesdo primaria e como uma terapia profilatica
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para uma lesio secundéria. Pode-se fazer uma avaliagdo antes e/ou depois
da administracdo de um antagonista de VLA-1.

| esdo da Medula Espinhal

Um antagonista de VLA-1 aqui descrito pode ser usado para tra-
tar lesdo da medula espinhal. Lesdo da medula espinhal (SCI) € um insulto a
medula espinhal que resulta em uma alteracao, temporéaria ou permanente,
de sua fungdo motora, sensorial ou autdnoma normal. Tanto estudos clini-
cos, quanto experimentais evidenciam que a medula espinhal sofre lesdes
primarias e secundarias apés uma SCI aguda. SCI primaria surge de rompi-
mento mecanico, transecg¢do, patologia extradural ou tragdo de elementos
neurais. Essa lesdo normalmente ocorre com fratura e/ou deslocamento da
espinha. Entretanto, SCI primaria pode ocorrer na auséncia de fratura ou
deslocamento da espinha. LesOes penetrantes devidas a balas ou armas
também podem causar SCI priméaria (Burney et al., Arch Surg 128(5): 596-9
(1993)). Mais comumente, fragmentos ésseos deslocados causam lesOes
penetrantes da medula espinhal ou de nervos espinhais segmentais. Uma
patologia extradural também pode causar SCI primaria. Hematomas ou abs-
cessos epidurais causam compressao medular aguda e lesdo. A compres-
sdao da medula espinhal por doenga metastatica € uma emergéncia oncolo-
gica comum. Trag&o longitudinal com ou sem flexdo e/ou extensdo da coluna
vertebral pode resultar em SCI priméaria sem fratura ou deslocamento espi-
nhal. Um antagonista de VLA-1 pode ser usado para tratar uma lesao espi-
nhal priméria.

A fisiopatologia de SCI secundaria envolve uma multiplicidade
de eventos celulares e moleculares que progridem durante os primeiros dias
ap6s a lesdo (Tator, Brain Pathology 5:407-413 (1995)). A causa mais impor-
tante de SCI secundaria € a lesdo vascular @ medula espinhal causada por
rompimento arterial, trombose arterial e hipoperfuséo devida ao choque. A
SCI pode ser mantida mediante isquemia por danos ou comprometimento de
artérias espinhais. SC! devida a isquemia pode ocorrer durante uma cirurgia,
quando o fluxo sanglineo adrtico é temporariamente interrompido. Um anta-

gonista de VLA-1 aqui descrito pode ser usado para tratar ou prevenir lesao
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SCI secundaria.

Lesdo da medula espinhal também podem ser causada por toxi-
cidade (Tator, Brain Pathology 5:407-413 (1995)). Uma das toxicidades mais
urgentes na lesdo da medula espinhal é o acimulo e subsequente dano e-
xercido pelo neurotransmissor de aminoacido excitatorio. Excitotoxicidade
induzida por glutamato causa uma elevagado do célcio intracelular. O calcio
intracelular elevado pode, por sua vez, causar ativagéo de proteases ou lipa-
ses dependentes de calcio, o que causa danos adicionais devidos a ruptura
de componentes citoesqueléticos, incluindo neurofilamentos, e a dissolugao
de membranas celulares. A produgdo excessiva de acido araquiddnico e ei-
cosandides, como prostaglandinas, pode estar relacionada a peroxidagéao de
lipidios e radicais livres de oxigénio. A liberagédo de eicosandides vasoativos
por membranas neuronais lesadas pode, por sua vez, causar isquemia pos-
traumatica progressiva por indugdo de vasoespasmo. Opidides endbgenos
também podem estar envolvidos no processo de lesdo secundaria por seus
efeitos sobre a circulacéo local ou sistémica ou por efeitos diretos sobre a
medula lesada. Um antagonista de VLA-1 aqui descrito pode ser usado para
tratar ou prevenir lesdo da medula espinhal resultante de toxicidade.

Edema significativo e progressivo pode se seguir a uma lesdo da
medula espinhal. Ndo se sabe se o préprio edema € lesivo ou se é um epife-
ndémeno de outro mecanismo de lesdo, como isquemia ou toxicidade do glu-
tamato. O edema pode se espalhar pela medula a partir do sitio da les&o por
uma distancia consideravel rostral e caudalmente, tanto em modelos expe-
rimentais, quanto em casos clinicos.

SCI sao classificadas como completas e incompletas, com base
na extens&o da lesdo, de acordo com a Escala de Prejuizo da Associagao
Americana de Lesdes Espinhais (ASIA). Na SCI completa, ndo ha nenhuma
funcdo sensorial ou motora preservada nos segmentos sacrais mais baixos
(Waters et al., Paraplegia 29(9): 573-81(1991)). Na SCI incompleta, a fungéo
sensorial ou motora é preservada abaixo do nivel da lesdo, incluindo os
segmentos sacrais mais baixos (Waters et al., Archives of Physical Medicine
e Rehabilitation 75(3): 306-11 (1994)). Lesdes incompletas da medula pode
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evoluir para lesdes mais completas. Mais comumente, o nivel da lesdo sobe
um ou dois niveis espinhais durante as horas a dias apds o evento inicial.

Outras classificagdes de SCI incluem sindrome da medula cen-
tral, sindrome de Brown-Sequard, sindrome da medula anterior, sindrome do
cone medular e sindrome da cauda equina. A sindrome da medula central
frequentemente estad associada a uma lesao na regiao cervical, levando a
maior fraqueza nos membros superiores do que nos membros inferiores,
poupando a parte sensorial sacral. A sindrome de Brown-Sequard envolve
uma lesao de hemi-se¢do da medula, causando uma perda proprioceptiva e
motora ipsilateral relativamente maior, com perda contralateral de sensibili-
dade a dor e temperatura. A sindrome da medula anterior freqientemente
estd associada a uma lesdao que causa perda varidvel de fungao motora e
sensibilidade & dor e temperatura, ao passo que a propriocepgao é preser-
vada. A sindrome do cone medular esta associada a lesdao a medula sacral e
raizes dos nervos lombares. Essa sindrome se caracteriza por arreflexia da
bexiga, intestinos € membros inferiores, ao passo que os segmentos sacrais
podem ocasionalmente mostrar reflexos preservados (por exemplo, reflexos
bulbocavernoso e de mic¢ao). A sindroem de cauda equina é devida a lesao
as raizes nervosas lombo-sacrais no canal espinhal, levando uma bexiga,
intestino e membros inferiores arreflexivos.

O choque neurogénico pode resultar de SCI (Tator, Brain Patho-
logy 5:407-413 (1995)). Choque neurogénico se refere a triade hemodinami-
ca de hipotensao, bradicardia e vasodilagao periférica por disfungdo autd-
noma e interrupgcédo do controle do sistema nervoso simpético na SCI| aguda,
e é diferenciado do choque espinhal e hipovolémico. O choque hipovolémico
tende a estar associado a taquicardia. O choque espinhal é definido como a
perda completa de toda a fungdo neuroldgica, incluindo reflexos e ténus re-
tal, abaixo de um nivel especifico que esteja associado a disfungao autdno-
ma. Um aumento inicial da pressdo sangulinea é notado, devido a liberagao
de catecolaminas, seguido por hipotensao. Observa-se paralisia flacida, in-
cluindo do intestino e bexiga, e, as vezes, desenvolve-se priapismo mantido.

Esses sintomas tendem a durar varias horas a dias, até que os arcos refle-



10

15

20

25

30

57

xos abaixo do nivel da lesdo comecem a funcionar novamente.

A atual terapia para SCI busca melhorar a fungdo motora e a
sensagao em pacientes com o transtorno. Corticosterdides sdo a base da
terapia. Acredita-se que glucocorticéides, como metilprednisolona, reduzam
os efeitos secundarios de SCI aguda, e o uso de altas doses de metilpredni-
solona em SCI| aguda ndo penetrante se tornou do padrdao de cuidados na
América do Norte.

Um antagonista de VLA-1 aqui descrito pode ser usado para tra-
tar qualquer classificagcdo de SCI ou seu sintoma, conforme aqui descrito.
Um antagonista de VLA-1 pode ser usado isoladamente ou em combinagao
com outra terapia conhecida para SCI.

Composicdes Farmacéuticas

Um antagonista de VLA-1 (por exemplo, um anticorpo anti-VLA-
1) pode ser formulado como uma composi¢ao farmacéutica, por exemplo,
para administracdo a um sujeito para tratar acidente vascular cerebral, TBI
ou SCI. Tipicamente, uma composigao farmacéutica inclui um veiculo farma-
ceuticamente aceitavel. Conforme aqui usado, "veiculo farmaceuticamente
aceitavel" inclui qualquer e todos os solventes, meios de dispersao, revesti-
mentos, agentes antibacterianos e antifungicos, agentes isotdnicos e de re-
tardo de absorgdo e outros, que sejam fisiologicamente compativeis. A com-
posicao pode incluir um sal farmaceuticamente aceitavel, por exemplo, um
sal de adigao de acido ou um sal de adi¢ao de base (veja, por exemplo, Ber-
ge, S.M,, et al. (1977) J. Pharm. Sci. 66:1-19).

O antagonista de VLA-1 pode ser formulado de acordo com mé-
todos padronizados. A formulagao farmacéutica é uma técnica bem estabe-
lecida e é adicionalmente descrita, por exemplo, em Gennaro (ed.), Reming-
ton: The Science and Practice of Pharmacy, 20" ed., Lippincott, Williams &
Wilkins (2000) (ISBN: 0683306472); Ansel et al.,, Pharmaceutical Dosage
Forms and Drug Delivery Systems, 72 Ed., Lippincott Williams & Wilkins Pu-
blishers (1999) (ISBN: 0683305727); e Kibbe (ed.), Handbook of Pharmaceu-
tical Excipients American Pharmaceutical Association, 32 ed. (2000) (ISBN:
091733096X).
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Em uma modalidade, um antagonista de VLA-1 (por exemplo,
um anticorpo anti-VLA-1) pode ser formulado com materiais de excipiente,
como cloreto de sddio, fosfato dibasico de sédio heptaidratado, fosfato mo-
nobasico de sbédio e um estabilizador. Pode ser fornecido, por exemplo, em
uma solugao tamponada a uma concentragao adequada e pode ser armaze-
nado a 2 — 8°C.

As composicbes farmacéuticas podem estar em vérias formas.
Essas incluem, por exemplo, formas de dosagem liquidas, semi-sélidas e
sélidas, como solugbes liquidas (por exemplo, solugdes injetaveis e para
infusdo), dispersdes ou suspensdes, comprimidos, pilulas, pds, lipossomos e
supositérios. A forma preferida pode depender da via de administragéo dese-
jada e da aplicagdo terapéutica. Tipicamente, composi¢gdes para os agentes
aqui descritos estdao na forma de solugdes injetaveis ou para infusao.

Essas composicdoes podem ser administradas de modo parente-
ral (por exemplo, injecao intravenosa, subcutanea, intraperitoneal ou intra-
muscular). As expressoes "administragdo parenteral" e "administrado por via
parenteral", conforme aqui usadas, significam modos de administragéo dife-
rentes da administracdo enteral e tépica, normalmente por injegéo, e inclu-
em, sem limitagdo, injecdo e infusdo intravenosa, intramuscular, intra-
arterial, intratecal, intracapsular, intra-orbital, intracardiaca, intradérmica, in-
traperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intra-articular, subcap-
sular, subaracndide, intra-espinhal, epidural, intracerebral, intracraniana, in-
tracardtida e intra-esternal.

A composigdo pode ser formulada como uma solugao, microe-
mulsdo, disperséo, lipossomo ou outra estrutura ordenada adequada para
armazenamento estavel a alta concentragdo. Solugdes injetaveis estéreis
podem ser preparadas por incorporagdo de um agente aqui descrito na
quantidade requerida, em um solvente apropriado, com um ou uma combi-
nagdo de ingredientes acima enumerados, conforme requerido, seguido por
esterilizagdo por filtragdo. Genericamente, dispersbes sdo preparadas por
incorporagdo de um agente aqui descrito em um veiculo estéril que contenha
um meio de dispersdo basico e os outros ingredientes requeridos dentre a-
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queles acima enumerados. No caso de pds estéreis para a preparagao de
solugdes inijetaveis estéreis, os métodos de preparagdo preferidos séo a
secagem a vacuo e a liofilizagdo, que fornecem um pdé de um agente aqui
descrito mais qualquer ingrediente desejado adicional a partir de uma solu-
¢ao dele previamente esterilizada por filtragao. A fluidez apropriada de uma
solugdo pode ser mantida, por exemplo, com o0 uso de um revestimento co-
mo lecitina, pela manutencao do tamanho de particula requerido no caso de
uma dispersao e com o uso de surfatantes. A absor¢ao prolongada de com-
posigdes injetaveis pode ser ocasionada pela inclusdao na composigao de um
agente que retarde a absorcao, por exemplo, sais de monoestearato e gela-
tina.

Em certas modalidades, o antagonista de VLA-1 pode ser prepa-
rado com um veiculo que proteja 0 composto contra liberagéo rapida, como
uma formulagao de liberagdao controlada, incluindo implantes, e sistemas de
distribuicdo microencapsulados. Podem-se usar polimeros biodegradaveis e
biocompativeis, como acetato de etileno vinila, polianidridos, &cido poliglico-
lico, colageno, poliortoésteres e acido polilatico. Muitos métodos para a pre-
paracdo dessas formulagdes sdo patenteados ou genericamente conheci-
dos. Veja, por exemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

Um antagonista de VLA-1 (por exemplo, um anticorpo anti-VLA-
1) pode ser modificado, por exemplo, com uma fragdo que melhore sua es-
tabilizagcdao e/ou retengdo em circulagao, por exemplo, no sangue, soro ou
outros tecidos, por exemplo, em pelo menos 1.5, 2, 5, 10 ou 50 vezes. O
antagonista modificado pode ser avaliado para se avaliar se pode atingir si-
tios de lesdoes apds um acidente vascular cerebral, TBl ou SCI (por exemplo,
com o uso de uma forma marcada do antagonista).

Por exemplo, o antagonista de VLA-1 (por exemplo, um anticor-
po anti-VLA-1) pode ser associado a um polimero, por exemplo, um polimero
substancialmente nao antigénico, como um 6xido de polialquileno ou um 6-
xido de polietileno. Polimeros adequados variardo substancialmente em pe-

so. Podem-se usar polimeros com pesos moleculares médios numéricos
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variando de cerca de 200 a cerca de 35.000 Daltons (ou de cerca de 1.000 a
cerca de 15.000, e de 2.000 a cerca de 12.500).

Por exemplo, um antagonista de VLA-1 pode ser conjugado a
um polimero soldvel em agua, por exemplo, um polimero de polivinila hidrofi-
lico, por exemplo, alcool polivinilico ou polivinilpirrolidona. Uma lista nao limi-
tativa desses polimeros inclui homopolimeros de éxido de polialquileno, co-
mo polietileno glicol (PEG) ou polipropileno glicdis, polidis polioxietilenados,
seus copolimeros e seus copolimeros em blocos, contanto que a solubilida-
de em agua dos copolimeros em blocos seja mantida. Polimeros utilizaveis
adicionais incluem polioxialquilenos, como polioxietileno, polioxipropileno, e
copolimeros em blocos de polioxietileno e polioxipropileno (Pluronics); poli-
metacrilatos; carbdmeros; e polissacarideos ramificados ou nao ramificados.

Quando o antagonista de VLA-1 (por exemplo, um anticorpo an-
ti-VLA-1) é usado em combinagdo com um segundo agente, os dois agentes
podem ser formulados separadamente ou juntos. Por exemplo, as respecti-
vas composi¢gdes farmacéuticas podem ser misturadas, por exemplo, pouco
antes da administracdo e administradas juntas ou podem ser administradas
separadamente, por exemplo, a0 mesmo tempo ou em momentos diferentes.
Administracao

Um antagonista de VLA-1 aqui descrito (por exemplo, um anti-
corpo anti-VLA-1) pode ser administrado a um sujeito, por exemplo, um su-
jeito humano, por varios métodos. Para muitas aplicagdes, a via de adminis-
tragcdo € uma dentre: injegcao ou infusado intravenosa (1V), injecao subcutanea
(SC), injecao intraperitoneal (IP) ou intramuscular. Em alguns casos, a admi-
nistragao pode ser diretamente no SNC, por exemplo, intratecal, intracere-
broventricular (ICV), intracerebral ou intracraniana. O antagonista pode ser
administrado como uma dose fixa ou em uma dose de mg/kg.

A dose também pode ser escolhida para reduzir ou evitar a pro-
dugédo de anticorpos contra 0 antagonista.

A via e/ou modo de administragédo do agente de bloqueio tam-
bém pode ser adaptada ao caso individual, por exemplo, por monitorizagao

do sujeito, por exemplo, usando-se imagens tomograficas, exames neurold-
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gicos e parametros padronizados associados a acidentes vasculares cere-
brais, TBI ou SCI, por exemplo, os critérios de avaliacao aqui descritos.

Os regimes de dosagem sao ajustados para proporcionar a res-
posta desejada, por exemplo, uma resposta terapéutica ou um efeito tera-
péutico combinatério. Genericamente, qualquer combinacao de doses (sepa-
radas ou co-formuladas) do antagonista de VLA-1 (por exemplo, um anticor-
po anti-VLA-1) (e, opcionalmente, um segundo agente) pode ser usada para
fornecer ao sujeito do agente em quantidades biodisponiveis. Por exemplo,
podem-se administrar doses na faixa de 0,025 mg/kg — 100 mg/kg, 0,05 - 50
mg/kg, 0,1 - 30 mg/kg, 0,1 - 5 mg/kg ou 0,3 - 3 mg/kg.

Forma de dosagem unitaria ou "dose fixa", conforme aqui usado,
refere-se a unidades fisicamente distintas, adequadas como dosagens unita-
rias para os sujeitos a serem tratados; cada unidade contém uma quantidade
predeterminada de composto ativo calculada para produzir o efeito terapéu-
tico desejado em associagdao com o veiculo farmacéutico requerido e, opcio-
nalmente, em associagdo com o outro agente.

O antagonista de VLA-1 pode ser administrado pelo menos uma
vez entre cerca de 10 minutos a cerca de 48 horas, mais preferivelmente
entre cerca de 10 minutos e 24 horas, mais preferivelmente em 3 horas, a-
pdés o inicio dos sintomas ou manifestagdo do acidente vascular cerebral,
sintomas de TBI ou sintomas de SCI. Podem-se dar dosagens unicas ou
multiplas. Alternativamente ou além disso, 0 antagonista podem ser adminis-
trado mediante infusdo continua. O tratamento pode continuar durante dias,
semanas, meses Ou mesmo anos, para minimizar a lesao isquémica do aci-
dente vascular cerebral, para minimizar a lesdo pelso eventos inflamatérios
pés-acidente vascular cerebral, para prevenir outro acidente vascular cere-
bral ou para minimizar danos que poderiam resultar de um acidente vascular
cerebral subseqliente, para tratar TBI primaria ou secundaria ou sintomas ou
para tratar SCI primaria ou secundaria ou sintomas.

Por exemplo, se um sujeito tiver risco de acidente vascular cere-
bral ou tiver sofrido um TIA, o antagonista pode ser administrado antes do

inicio de um acidente vascular cerebral como uma medida preventiva. A du-
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ragao desse tratamento preventivo pode ser uma Unica dosagem do antago-
nista, ou o tratamento pode continuar (por exemplo, multiplas dosagens), por
exemplo, um sujeito com risco de acidente vascular cerebral pode ser trata-
do com o antagonista durante dias, semanas, meses ou mesmo anos, para
prevenir a ocorréncia de um acidente vascular cerebral.

Uma composi¢@o farmacéutica pode incluir uma quantidade te-
rapeuticamente eficaz de um antagonista aqui descrito. Essas quantidades
eficazes podem ser determinadas com base no efeito do antagonista admi-
nistrado ou no efeito combinatério de um antagonista e agente secundario,
se mais de um agente for usado. A quantidade terapeuticamente eficaz de
um antagonista também pode variar de acordo com fatores como o estado
da doenga, idade, sexo e peso do individuo, e a capacidade do composto de
provocar uma resposta desejada no individuo, por exemplo, melhora de pelo
menos um parametro do transtorno, por exemplo, um paradmetro de acidente
vascular cerebral, TBI ou SCI ou a melhora de pelo menos um sintoma do
transtorno, por exemplo, acidente vascular cerebral, TBI ou SCI. A quantida-
de terapeuticamente eficaz também é uma em que qualquer efeito téxico ou
prejudicial da composi¢ao seja superado pelos efeitos terapeuticamente be-
néficos. |
Dispositivos e Kits

Composigbes farmacéuticas que incluam um antagonista de
VLA-1 (por exemplo, um anticorpo anti-VLA-1) podem ser administradas com
um dispositivo médico. O dispositivo pode ser projetado com caracteristicas
como portabilidade, armazenamento a temperatura ambiente e facilidade de
uso, de modo que possa ser usado em situagdes de emergéncia, por exem-
plo, por um sujeito né@o treinado ou por pessoal de emergéncia no campo,
longe de instalagbes médicas e outros equipamentos médicos. O dispositivo
pode incluir, por exemplo, uma ou mais caixas para armazenamento de pre-
paragOes farmacéuticas que incluam um antagonista de VLA-1, e pode ser
configurado para distribuir uma ou mais doses unitarias do antagonista.

Por exemplo, a composi¢ao farmacéutica pode ser administrada
com um dispositivo de injegdo hipodérmica sem agulha, como os dispositi-
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vos apresentados nas patentes norte-americanas n® 5.399.163; 5.383.851,
5.312.335; 5.064.413; 4.941.880; 4.790.824; ou 4.596.556. Exemplos de im-
plantes e moédulos bem conhecidos incluem: patente norte-americana n®
4.487.603, que apresenta uma bomba de microinfusdo implantavel para dis-
tribuir medicacdo a uma taxa controlada; patente norte-americana n®
4.486.194, que apresenta um dispositivo terapéutico para administrar medi-
camentos através da pele; patente norte-americana n® 4.447.233, que apre-
senta uma bomba de infusdo de medicamento para a distribuicdo de medi-
camento a uma taxa de infusdo precisa; patente norte-americana n®
4,447,224, que apresenta um aparelho de infuséo implantavel de fluxo varia-
vel, para distribuicdo continua de farmacos; patente norte-americana n®
4.439.196, que apresenta um sistema osmoético de distribuigdo de farmacos
com compartimentos de muiltiplas cdmaras; e patente norte-americana n®
4.475.196, que apresenta um sistema osmético de distribuicdo de farmacos.
Muitos outros dispositivos, implantes, sistemas de distribuicdo e moddulos
também séo conhecidos.

Um antagonista de VLA-1 (por exemplo, um anticorpo anti-VLA-
1) pode ser fornecido em um kit. Em uma modalidade, o kit inclui (a) um re-
cipiente que contém uma composigao incluindo um antagonista de VLA-1, e,
opcionalmente, (b) material informativo. O material informativo pode ser des-
critivo, intrutivo, de comercializagdo ou outro material que se refira aos mé-
todos aqui descritos e/ou ao uso dos agentes para beneficios terapéutico.
Em uma modalidade, o kit também inclui um segundo agente para o trata-
mento de acidente vascular cerebral, TBl ou SCI. Por exemplo, o kit inclui
um primeiro recipiente que contém uma composi¢éo incluindo o antagonista
de VLA-1, e um segundo recipiente incluindo o segundo agente.

O material informativo dos kits ndo esta limitado em sua forma.
Em uma modalidade, o material informativo pode incluir informagdes acerca
da produgéo do composto, peso molecular do composto, concentragéo, data
de validade, informacdes de lote ou local de produgdo e assim por diante.
Em uma modalidade, o material informativo se refere a métodos de adminis-

tracdo do antagonista de VLA-1 (por exemplo, um anticorpo anti-VLA-1), por
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exemplo, em uma dose, forma de dosagem ou modo de administragao ade-
quado (por exemplo, uma dose, forma de dosagem ou modo de administra-
¢cao aqui descrito), para tratar um sujeito que tenha tido um acidente vascular
cerebral, TBI ou SCI ou que tenha risco de acidente vascular cerebral, TBI
ou SCI. A informacéo pode ser apresentada em varios formatos, incluindo
texto impresso, material para leitura em computador. gravagao de video ou
gravacgao de audio ou uma informagao que forne¢a um link ou enderego para
material substantivo.

Além do antagonista, a composicao no kit pode incluir outros
ingredientes, como um solvente ou tampao, um estabilizador ou um preser-
vativo. O antagonista pode ser fornecido em qualquer forma, por exemplo,
forma liquida, seca ou liofilizada, de preferéncia substancialmente pura e/ou
estéril. Quando os agentes sdo fornecidos em uma solugéo liquida, a solu-
céo liquida é, de preferéncia, uma solugdo aquosa. Quando os agentes sao
fornecidos como uma forma seca, a reconstituicdo em geral é pela adigao de
um solvente adequado. O solvente, por exemplo, dgua ou tampéao estéril,
pode ser opcionalmente fornecido no kit.

O kit pode incluir um ou mais recipientes para a composigéao ou
composicdes contendo os agentes. Em algumas modalidades, o kit contém
recipientes separados, divisérias ou compartimentos para a composi¢ao e
material informativo. Per exemplo, a composigao pode estar contida em-uma
garrafa, frasco ou seringa, e o material informativo pode estar contido em um
bolsa ou pacote de plastico. Em outras modalidades, os elementos separa-
dos do kit estdo contidos em um Unico recipiente néo dividido. Por exemplo,
a composicdo esta contida em uma garrafa, frasco ou seringa que tenha,
preso a ela, o material informativo na forma de um rétulo. Em algumas mo-
dalidades, o kit inclui uma pluralidade (por exemplo, um pacote) de recipien-
tes individuais, cada um contendo uma ou mais formas de dosagem unitéria
(por exemplo, uma forma de dosagem aqui descrita) dos agentes. Os recipi-
entes podem incluir uma dosagem unitdria em combinagéo, por exemplo,
uma unidade que inclua tanto o antagonista de VLA-1, quanto o segundo

agente, por exemplo, em uma razao desejada. Por exemplo, o kit inclui uma
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pluralidade de seringas, ampolas, embalagens de papel laminado, embala-
gens de blister ou dispositivos médicos, por exemplo, cada um contendo
uma unica dose unitaria em combinagdo. Os recipientes dos kits podem ser
impermeéveis ao ar, a prova d'agua (por exemplo, impermeaveis a altera-
¢Oes na umidade ou evaporagao) e/ou impermeaveis a luz.

O kit inclui opcionaimente um dispositivo adequado para admi-
nistracdo da composicdo, por exemplo, uma seringa ou outro dispositivo de
distribuicdo adequado. O dispositivo pode ser fornecido pré-carregado com
um ou ambos os agentes ou pode estar vazio, mas adequado para carrega-
mento.

EXEMPLOS

Exemplo 1 — Efeitos do anticorpo anti-VLA-1 sobre isquemia cerebral focal

Protocolo
Foram usados camundongos fémeos C57B6 pesando 18 — 20 g
do Charles River Lab para este estudo. Os animais foram agrupados em 2

grupos experimentais, delineados pelas seguintes condigdes.

Grupo Tratamento Dose Via N Cirurgia
A Veiculo (P1.17) 30 mg/kg IP 18 (inicial) MCAO +
12 (final) perfusao

B Anti-VLA-mAB 30 mg/kg P 18 (inicial) MCAO +
(muHa31/8) 12 (final) perfusao

Apds a injecdo intraperitoneal de Ha31/8 ou P1.17 murideo, os
camundongos foram anestesiados incialmente com 2% de isofurano e, de-
pois disso, mantidos em 1,0% de isofurano em O, distribuidos através de
uma mascara facial. A temperatura retal foi mantida entre 36,8 e 37,2°C u-
sando-se um colchdo de aquecimento regulado por feedback (Harvard Appa-
ratus, Inc. Holliston, MA). O fluxo sanglineo cerebral regional (rCBF) foi mo-
nitorizado usando-se um PeriFlux System (Perimed Inc., Suécia) antes e
durante a oclusdo da artéria cerebral média (MCAOQO) e depois da reperfusao.

Para induzir a isquemia cerebral focal com oclusédo reversivel da
artéria cerebral média (MCA), uma sutura de monofilamento de nailon 7.0
revestida com uma mistura de silicone/endurecedor (Heraeus Kulzer, Ale-

manha) foi inserida no limen da artéria carétida comum. A sutura foi avan-
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cada 9 + 1,0 mm a partir do sitio de isner¢a@o através da artéria carotida in-
terna, até a parte proximal da artéria cerebral anterior, ocluindo completa-
mente a MCA em sua origem. A medicado fluxométrica de Laser Doppler do
rCBF indicou que a oclusdo da MCA foi bem sucedida em ambos os grupos,
porque o rCBF caiu para 20% da linha basal. A MCAO durou duas horas;
enquanto isso, a ferida foi fechada, e a anestesia foi descontinuada. Apds 2
horas de oclusdao da MCA, o filamento foi retirado, e os camundongos foram
reperfundidos durante 24 horas. Determinou-se se o rCBF permanecia no
nivel anterior. Quatro animais foram excluidos desse estudo, porque se veri-
ficou que o rCBF aumentou de volta para mais de 50% do nivel anterior 2
horas apés a MCAO e antes da reperfusdo. Todos os parametros fisiologicos
antes, durante e depois da isquemia estavam dentro da faixa normal e néao
diferiram entre os grupos.

Os déficits neuroldgicos foram avaliados e contados 30 minutos
ap6és a MCAO e 24 horas apés a reperfusdo, respectivamente, no arquivo
aberto. O teste foi descrito por Hara et al (1997):

0, nenhum déficit neurolégico observavel (normal),

1, incapacidade de estender a pata dianteira direita (leve);

2, circulando para o lado contralateral (moderada);

3, perda do caminhar ou do reflexo direito (grave).

O volume da lesdo isquémica apds a oclusdao da MCA foi medido
em ambos os grupos. Os camundongos foram sacrificados por decapitagéo
apoés 24 horas de reperfusdo, apds 2 horas da MCAO, e os cérebros foram
rapidamente removidos e cortados em 6 se¢des coronais de 1 mm de es-
pessura usando-se uma matriz de cérebro de camundongo. As se¢cbes de
cérebro foram, entdo, tingidas em 2% de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio
(TTC, Sigma) a temperatura ambiente, no escuro, durante 30 min, entéo,
colocados em formalina tamponanda neutra a 10% durante uma noite. As
sec¢bes de cérebro foram diretamente scanneadas em um scanner de ima-
gens. A lesdo foi medida na superficie posterior de cada se¢do (NIH Image
1.61, US National Institutes of Health). Realizou-se uma medigao direta da

area de infarto no cértex e estriado, que foi, entdo, corrigida para eliminar o
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efeito do edema usando-se a seguinte férmula:

% de area de infarto indireto do coértex contralateral = [(area con-
tralateral — area nao traumaética ipsilateral) / area contralateral] x 100.

O volume de infarto total foi calculado por integragdo numérica
das areas de infarto sequenciais incluindo tanto o cértex, quanto o estriado.
As medigbes foram feitas de modo que o observador fosse cego com rela-
cdo ao tratamento anterior. O edema foi quantificado como a % de aumento
no tamanho do hemisfério isquémico comparado com o hemisfério nao lesa-
do contralateral.

Resultados

Camundongos tratados com anticorpo de controle que sofreram
MCAO mantiveram extensas lesdes em todas as regides corticais e subcor-
ticais do cérebro. O hemisfério isquémico estava acentuadamente inchadas,
e foram observados déficits comportamentais significativos (por exemplo,
hemiparesia resultando em rotagéo e fraquiza do membro; veja a Figura 1A).

Camundongos tratados com anticorpo de controle (P1.17) man-
tiveram infartos abrangendo 47,1 = 3,8% do hemisfério isquémico. Os ca-
mundongos tratados com anticorpo anti-VLA-1 mantiveram infartos significa-
tivamente menores, variando apenas 34,3 = 4,2% do hemisfério isquémico
(P < 0,02, teste T de Student ndo pareado, n = 12 por grupo), representando
uma reducgéo de 24% do tamanho do infarto (Figura 1B). Em termos volumé-
tricos absolutos, isso era equivalente a um volume de infarto de controle
médio de 80,8 + 6,8 mm® versus um volume de infarto médio tratado com
anti-VLA-1 de 55,63 = 6,3 mm® (Figura 1C). O inchamento do cérebro ou
edema foi calculado como a porcentagem de aumento do tamanho do he-
misfério no hemisfério infartado em comparagdao com o hemisfério contrala-
teral sem lesdo. Camundongos tratados com controle (P1.17) mantiveram
um aumento médio no tamanho do hemisfério de 18,1 + % em comparagéao
com camundongos tratados com anti-VLA-1 (Ha/31/8), que mantiveram um
aumento no tamanho do hemisfério de 8,2% = 1,9% (P < 0.05, teste T de
Student nido pareado, n = 12 por grupo. Figura 1D). A Figura 2 demonstra
uma resposta a dose usando trés concentra¢gdes do anticorpo anti-VLA-1
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(Ha31/8) e mostra que 3 mg/kg do anticorpo eram tdo eficazes quanto 30
mg/kg na reducdo tanto do volume do infarto (Fig. 2A), quanto do edema
(Fig. 2B).

Esses dados demonstram que o efeito neuroprotetor e antiinfla-
matério da inibicdo de VLA-1 em um modelo de oclusdo de artéria cerebral
média reversivel no camundongo. A patologia desse modelo € clinicamente
representativa da condigdo humana de acidente vascular cerebral e outras
lesdes isquémicas do SNC como TBI e SCI, e os presentes dados sugerem
que inibidores de VLA-1 possam ser de beneficios significativo no tratamento
desses e de outros transtornos relaconados a isquemia.

Foram descritas inimeras modalidades da invengdo. Todavia,
deve-se entender que varias modificagdes podem ser feitas sem sair do es-
pirito e ambito da invengdo. Portanto, outras modalidades estdo dentro do

ambito das reivindicagdes a seguir.



10

15

20

25

30

REIVINDICACOES

1. Método de tratamento de acidente vascular cerebral em um
sujeito, o método compreendendo a administragdo ao sujeito de um antago-
nista de VLA-1 em uma quantidade eficaz para tratar acidente vascular ce-
rebral.

2. Método de tratamento de acidente vascular cerebral em um
sujeito, o método compreendendo a administragéo ao sujeito de um anticor-
po anti-VLA-1 ou seu fragmento de ligagao a antigeno.

3. Método, de acordo com a reivindicagao 1, em que o acidente
vascular cerebral é um acidente vascular cerebral isquémico.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o acidente
vascular cerebral é um acidente vascular cerebral hemorragico.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 2, em que o anticorpo
anti-VLA-1 ou seu fragmento de ligagédo a antigeno, € um anticorpo anti-VLA-
1 humano, quimérico ou humanizado ou seu fragmento de ligagédo a antige-
no.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 2, em que o anticorpo
anti-VLA-1,or seu fragmento de ligagdo a antigeno, € um anticorpo AQC2
humanizado ou seu fragmento de ligagao a antigeno.

7. Método, de acordo com a reivindicagé@o 2, em que o anticorpo
anti-VLA-1 ou-seu fragmento de ligagdo a antigeno, é produzido por um hi-
bridoma com o N2 de Depésito ATCC PTA-3274.

8. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o sujeito é
um mamifero.

9. Método, de acordo com a reivindicagcao 8, em que o sujeito &
um ser humano.

10. Método, de acordo com a reivindicagao 1, em que o sujeito
sofreu um acidente vascular cerebral.

11. Método, de acordo com a reivindicagao 10, em que o anti-
corpo anti-VLA-1 ou seu fragmento de ligagdo a antigeno, € administrado em
até 48 horas do acidente vascular cerebral.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o antago-
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nista de VLA-1 é administrado por via intravenosa ou parenteral.

13. Método, de acordo com a reivindicagao 1, em que o antago-
nista de VLA-1 é administrado a uma dosagem de 0,1 mg/kg por dia a 5
mg/kg por dia.

14. Método, de acordo com a reivindicagdo 10, em que o anta-
gonista de VLA-1 é administrado pelo menos duas vezes até 7 dias apds o
acidente vascular cerebral.

15. Método, de acordo com a reivindicagao 1, em que o antago-
nista de VLA-1 é administrado em combinagao com outro agente terapéuti-
co.

16. Método, de acordo com a reivindicagao 15, em que o outro
agente terapéutico é selecionado do grupo que consiste em um agente anti-
plaquetario, uma enzima trombolitica, um inibidor de agrega¢éo, um inibidor
de glicoproteina llb/llla, um glicosaminoglicano, um inibidor de trombina, um
anticoagulante, heparina, cumarina, tPA, GCSF, estreptoquinase, uroquina-
se, Ancrod, acido acetilsalicilico, melatonina e um inibidor de caspase.

17. Método de tratamento de acidente vascular cerebral em um
ser humano, o método compreendendo a administragéo ao ser humano de
um anticorpo contra VLA-1 ou seu fragmento de ligagdo a antigeno em uma
quantidade eficaz para tratar acidente vascular cerebral.

18. Método de tratamento de um ser humano que tenha tido um
acidente vascular cerebral, o método compreendendo a administragdo ao
ser humano, em até 72 horas do acidente vascular cerebral, de um anticorpo
anti-VLA-1 de bloqueio humanizado, em uma quantidade eficaz para tratar o
acidente vascular cerebral.

19. Método de tratamento de lesdo cerebral traumatica (TBI) em
um sujeito, o0 método compreendendo a administragé@o ao sujeito de um an-
tagonista de VLA-1 em uma quantidade eficaz para tratar TBI.

20. Método de tratamento de lesdo cerebral traumatica (TBI) em
um sujeito, o método compreendendo a administragdo ao sujeito de um anti-
corpo anti-VLA-1 ou seu fragmento de ligagao a antigeno.

21. Método, de acordo com a reivindicagao 19, em que a TBIl é
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uma contusdo, equimose, laceragcdo ou hematoma.

22. Método, de acordo com a reivindicagdo 21, em que o anti-
corpo anti-VLA-1 ou seu fragmento de ligagao a antigeno, € um anticorpo
anti-VLA-1 humano, quimérico ou humanizado ou seu fragmento de ligacdo
a antigeno.

23. Método de tratamento de lesdao da medula espinhal (SCI) em
um sujeito, 0 método compreendendo a administragdo ao sujeito de um an-
tagonista de VLA-1 em uma quantidade eficaz para tratar SCI.

24. Método de tratamento de lesdao da medula espinhal (SCI) em
um sujeito, 0 método compreendendo a administragdo ao sujeito de um anti-
corpo anti-VLA-1 ou seu fragmento de ligagédo a antigeno.

25. Método, de acordo com a reivindicagao 23, em que a SCI é
selecionada do grupo que consiste em SCI incompleta, sindrome da medula
central, sindrome de Brown-Sequard, sindrome da medula anterior, sindro-
me do cone medular e sindrome da cauda eqtina.

26. Método, de acordo com a reivindicagao .24, em que o anti-
corpo anti-VLA-1 ou seu fragmento de ligagcdo a antigeno é um anticorpo
anti-VLA-1 humano, quimérico ou humanizado ou seu fragmento de ligagao
a antigeno.

27. Método de tratamento de uma lesdo isquémica em um sujei-
to, o método compreendendo a administracao ao sujeito de um anticorpo
contra VLA-1 de bloqueio ou seu fragmento de ligagdo a antigeno, em uma
quantidade eficaz para tratar a lesao.

28. Método de tratamento de lesdo de isquemia-reperfusao em
um sujeito, 0 método compreendendo a administragéo ao sujeito de um anti-
corpo contra VLA-1 de bloqueio ou seu fragmento de ligagdo a antigeno, em

uma quantidade eficaz para tratar a lesao.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODOS DE TRATAMENTO DE ACIDENTE
VASCULAR CEREBRAL".
Apresentam-se métodos e composicbes para o tratamento de
5 acidente vascular cerebral.
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