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"COMPOSICAO ALIMENTAR CONTENDO

FACTOR DE CRESCIMENTO DO LEITE

(MGF)"

DESCRICAQ

Ambito da Invencdo

A presente invencdo refere-se a utilizag8o de
polipéptidos derivados do leite da familia beta do factor
de crescimento transformante para a regulagdo da resposta
imune ao nivel do intestino associada com MHC (complexo
principal da histocompatibilidade).

A presente invencdo refere-se especialmente a
utilizagdo de MGF (factor de crescimento do leite) do tipo
TGF-B derivado de leite de mamiferos ou colostro para a
preparacdo de uma composigdo alimentar, uma preparacio

entérica ou uma composiglo farmacéutica, bem como a uma
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composigdo alimentar ou a uma composicdo entérica contendo
uma quantidade eficaz de MGF do tipo TGF-8 derivado de
leite de mamiferos ou colostro.

Antecedentes da Invencdo e Técnica Anterior

O leite humano e de bovinos contem mnuitos
polipéptidos biologicamente activos incluindo factores de
crescimento (West, D.W. Exp.Clin.Endocrinocl. 8 145-146,
1989). Um destes factores, MGF (factor do crescimento do
leite) foi recentemente identificado como sendo idéntico ou
como tendo uma homologia muito grande com um elemento da
familia do factor de crescimento transformante B (TGF-8),
notavelmente o TGF-B2 (Cox D.A. e col. Eur. J. Biochem. 197
353-358, 1991). O TGF-B é o nome genérico para uma familia
de polipéptidos consistindo em pelo menos 5 elementos
distintos mas muito relacionados, que tém homologias
estruturais e biolégicas considerdveis (Roberts, A.B. e
col. Em: Peptide Growth Factors and their Receptors Vol. 1,
pg. 419-472, Eds. Sporn M.B. e col., Springer, 1990). Os
TGF-5 s8o proteinas homodiméricas com cerca de 25 kDa
consistindo de cadeias de polipéptido de 12,5 kDa idénticas
ligadas entre si através de pontes de dissulfureto. Eles
podem formar complexos latentes com outras proteinas e
estes complexos podem ser activados por tratamento com
dcido ou por uma protedlise moderada (Roberts, A.B. e
col.). Eles s8o multipotentes, possuem varias actividades
biolégicas dependendo do tipo de célula alvo, do seu estado

de diferenciagdo e da presenca de outros factores. Estas
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actividades incluem a estimulagdo ou a inibicdo da
proliferagdo e diferenciagdo das células, regulagdo da
deposigédo extracelular da matriz, imunomodulacéo,
esteroidogénese e angiogénese (Roberts, A.B. e col.).

A expressio de MHC-Classe II a superficie das
celulas gue apresentam antigénio € um pré-requisito para a
apresentacdo de antigénio exégeno as células-T (Benacerraf,
B., Science 212 1229, 1981). As células epiteliais no
villus intestinal de roedores adultos expressan
constitutivamente o MHC-Classe II enquanto que a sua
expressdo por células cripto depende em parte da sua
localizacdo espacial no intestino (Hughes, A., e col.
Immunol. 72 491, 1991). No periodo apds parto nos roedores
existe pouca ou nenhuma expressdo de MHC-Classe II por
enterdécitos até o desmamar, indicando assim a presenca de
um factor supressivo no leite (Hughes, A., e col.).

Os TGF-B, incluindo o TGF-B2, tém varias
propriedades imunorreguladoras e actuam em varias fases da
reacgdo inflamatéria e imune. Por exemplo eles inibem a
proliferagdo de linfécitos T e B (Kerhl, J.H., e col.
J.Immunol. 137:3855-3860, 1986; Kerhl, J.H., e col.
J.Exp.Med. 163:1037-1050, 1986) e timdcitos (Ristow, H.J.
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 83 5531-5534,1986). Eles também
antagonizam os efeitos das interleucinas incluindo IL-1,
II-2 e IL-3 e outros agentes imunorreguladores como por
exemplo o factor da necrose de tumores e interferdes

(Roberts, A.B. e col.). Embora a maior parte dos seus




efeitos nas células imunes sejam inibidores, os TGF-B
parecem jogar um papel critico na alteracdo do isotipo das
células que segregam IgG e IgM para células que segregam IgA
(Lebman, D.A., e col. J.Immunol. 144:952-959, 1990). Com
particular referéncia aos efeitos de imunossupressivas
referidos de MGF, este factor revelou diminuir a
proliferagdo de linfécitos humanos induzidos por anti-CD3
ou interleucinas (Stoeck, M., e col. FEBS Lett. 249 289-
292, 1989); Stoeck, M., e col. J.Immunol. 143 3258-3265,
1989). Os TGF-B interferem com algumas fungdes celulares
acessérias importantes na apresentacdo de antigénio e
revelaram especificamente suprimir a expressdo de MHC-
Classe II por melanomas, células gliais e astrdécitos
(Czarniecki, C.W., e col J.Immunol. 140 4217-4223, 1988;
Schlusener H.J. J.Neuroimmunol. 24 41-47, 1990; Zuber, P. e
col. Eur.J.Immunol. 18 1623-1626, 1988). Contudo, a
regulagdo da expressdo de MHC-Classe II em células
epiteliais no intestino por TGF-B ou MGF ndo foi até agora
referido.

A regulagdo alterada de MHC-Classe II tem sido
implicada em vdrias doencas gastro-intestinais. A presenca
da inflamacdo activa ao nivel do intestino resulta
geralmente num aumento da expressdo de MHC~Classe II no
epitélio do intestino humano e nas préprias laminas (Mayer,
L., e col. Gastroenterology 100 3-12, 1991). Este aumento é
um componente importante da Doenca Inflamatéria do Bago

(IBD), (Mayer, L., e col.). Na IBD, o dano aos tecidos &




devido quer ao ataque autoimune nos componentes celulares
da mucosa intestinal do hospedeiro (Snook, J.A., e col. Gut
32 163-166, 1991), ou devido a uma doenga na regulacdo
imune da mucosa com sobre-reactividade para antigénios
luminais no intestino, baseado numa regulacdo com defeito
desta resposta (Challenges in IBD Research: Agenda for the
1990fs. National PFoundation for Ileitis and Colitis. Feb.
21, 1990. Washington D.C.). Ambas as possibilidades
implicam a existéncia de uma desregulacdo da resposta imune
da mucosa e realcam o papel imunoldégico na iniciacdo e na
perpetuagdo da resposta inflamatéria.

Objecto da Invencéo

O objecto da presente invencdo é proporcionar
uma composigdo alimentar, uma composigido entérica ou uma
composigdo farmacéutica para a regulacdo das respostas
imunes mediadas por MHC no tubo gastro-intestinal de
mamiferos, e mais especificamente para o tratamento das
Doengas Inflamatdérias do Bago (por exemplo a doenca de
Crohn, Colite Ulcerativa) ou reacgdes de Enxerto-versus-
Hospedeiro em seres humanos ou animais, para a prevencdo da
diarreia em seres humanos ou animais em desmama, ou para a
prevengdo de reacgbes alérgicas no sistema gastro-
intestinal em seres humanos ou animais.

Resumoc da Invencéo

A composicdo alimentar, a composicdo entérica,

e/ou a composicdo farmacéutica de acordo com a presente

invengdo contem uma guantidade de MGF de tipo TGF-82




eficaz de leite de mamifero ou colostro derivado para a
modulacdo da expressdo de MHC no sistema gastro-intestinal
de seres humanos ou animais, sendo a referida quantidade de
preferéncia eficaz para o tratamento das Doencgas
Inflamatérias do Bago (por exemple a doenga de Crohn,
Colite Ulcerativa) ou reaccdes de Enxerto-versus-Hospedeiro
em seres humanos ou animais, para a prevencdo da diarreia
em seres humanos ou animais em desmama, ou para a prevencado
de reacgdes alérgicas no sistema gastro-intestinal de seres
humanos ou animais.
Descrigdo Detalhada da Invencéo

Para preparar a composigdo alimentar ou a
composicdo entérica, ou para realizar as utilizacgdes de
acordo com a presente invencdo, pode ser preparadoc um
componente bicactivo do 1leite, idéntico ou com uma
homologia muito grande com o TGF-B2 numa forma enriquecida
a partir de produtos ldcteos de mamiferos, especialmente
produtos do leite de bovinos, tal como por exemplo referido
em EP-A1-313515 (CIBA-GEIGY AG) pg 6 1. 11 a pg 7 1. 34 e
Exemplos 1 a 3, e possuindo uma actividade do tipo TGF-B2
na proliferagdo de células epiteliais do figado de
mamiferos e na expressdo de MHC por células epiteliais do
intestino de mamiferos. Daqui para a frente este factor
bioactivo do leite é designado por MGF do tipo TGF-B2.
Ensaio 1, TGF-B em Leites

Foram incorporadas células epiteliais do figado

de ratos normais (RLE) que revelaram previamente serem
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sensiveis aos efeitos inibidores do crescimento de TGF-8
(Hugget, A.C., e col. Cancer Res. 50 7468-7475, 1990) num
bicensaio para a andlise de TGF-B em leites e em fracgdes
de leite tratadas com dcido e leites em pd. A medida da
inibicdo da sintese de ADN por incorporacdo de JH-Timidina
foi efectuada da forma descrita anteriormente (Hugget,
A.C., e col.). Os anticorpos criados contra TGF-B (British
Bio-technology Ltd.) foram co-incubados com padrdes ou
amostras antes da andlise de bioensaio de modo a determinar
a actividade inibidora especifica para isoformas de TGF-B.
Utilizando este ensalo, é obtida uma inibicdo de 50% na
sintese do ADN das células RLE com 50 pg/ml de TGF-Bl ou
TGF-B2.

Foi deslipidado leite humano e de bovino por
centrifugagdo, gque se dessalinizou em colunas PD-10
(Pharmacia) eluidas com PBS e em seguida se esterilizou por
filtracdo através membranas de 0,2 pm (Milipore). O teor de
proteinas foi monitorado utilizando o método de Smith e col
(Smith P.X., e col. Anal. Biochem. 150: 76-85, 1985). Por
andlise dos TGF-$ latente que activa dcido, foram ajustadas
as amostras de leite a valores de pH 4 com HCl 1N,
centrifugaram-se a 40000 g durante 60 min para separar as
fracgbes de nata e de caseina gue foram em seguida
neutralizadas com NaOH 1N e dialisadas contra PBS. As
diluicGes foram em seguida analisadas utilizando o
bioensaio das células RLE Jjuntamente com uma série de

solugdes padrdo de TGF-B. Foi determinada uma estimativa da




guantidade de actividade de tipo TGF-$ por meio de uma
comparagdc do grau de inibicdo da sintese de ADN obtida com
as amostras em fungdo de curvas padrdo de TGF-B. A
identificagdo das isoformas especificas de TGF-B foi
determinada examinando os efeitos dos anticorpos
neutralizantes especificos das isoformas na actividade
inibidora.

Este ensaio demonstra que o leite humano e de
vaca contem MGF de tipc TGF-B2 que activa dcidos e que estd

principalmente associado com a fracgdo da caseina (Tabela

1).

Tabela 1. Actividade de MGF de Tipo TGF-B em Leites

Amostra MGF de tipo TGF-B2 activo

(ug/g proteina)

Leite de Bovino < 0,01

Caseina Acida de Bovino 0,52

Leite Humano™ < 0,2

Caseina Acida Humana 0,75

* . . . N
Este valor estd sobre-estimado devido as grandes

guantidades de EGF nestas amostras que interferem com o

ensaio.
Ensaios 2 e 3

Supressdo da Expressdo de MHC-Classe II por Células do




] » o

Epitélio Intestinal

A linha epitelial dos intestinos HT-29 derivada
de células epiteliais de cdlon humano (Fogh, J. e col. Em:
Human Tumor Cells "in vitro®. J.Fogh, ed. Plenum Publishing
Corp., New York, pg. 115, 1975), foram mantidas num estado
indeferenciado em meio contendo glicose (Zweibaum, A., e
col. J.Cell.Physiol., 122: 21, 1985). Quando as células
atingiam uma confluéncia de 70-80%, elas foram expostas,
durante um pericdo de 48 horas, a um dos seguintes
tratamentos: -interferdo gama recombinante humano (IFN-7,
100 U/ml) isoladamente (Boehringer Mannheim); IFN-7 em
combinagdo com TGF-B82; IFN-7 seguido de por TGF-B2; TGF-B2
isolado seguido de IFN-7; ou, como controlo, meio de
cultura isolado. As células foram lavadas e retratadas apds
as primeiras 24 horas. O TGF-82 foi utilizado em doses que
variavam de 0,05 ng a 4 ng por cada ml. Apés o periodo de
tratamento, as células foram lavadas, fixadas e as placas
armazenadas por congelacdo a -20°C até serem necessdrias.

Fol seguido o processo do complexo de avidina-
biotina da imunoperoxidase com revelacdo (Cerf-Bensussan,
N., e col. J.Immunol., 130: 2615, 1983) em monocamadas gue
utilizavam o anticorpo monoclonal de rato L1234 (Becton
Dickinson), que reconhece o) antigénio  HLA-DR da
histocompatibilidade de MHC-Classe II humanoc. A proteina
IgG do mieloma do rato (Zymed) servia como controlo. Noutra
série de experiéncias, foi cultivada até 50% de confluéncia

uma linha de células intestinais dos ratos pequenos




normais, IEC-18 (Quaroni, A., e col. J.Cell Biology, 80
248, 1979) e foli submetida a IFN-7 e/ou TGF-B2 nas
combinagdes acima listadas. As células foram em seguida
separadas dos pratos de cultura utilizando Versene (Life
Technologies Ltd.) e depois revelado, em suspensdo,
utilizando uma técnica convencional de imunofluorescéncia
directa. Resumidamente, foram lavadas as células, incubadas
com soro normal durante 5 min e em seguida com anticorpo
monoclonal de rato conjugado com FITC MRC 0X-6 (Serotec)
gue reconhece o antigénio MHC da Classe II do rato. As
células foram em seguida lavadas e fixadas durante pelo
menos 1 hora com 1% de paraformaldeido antes da andlise no
FACScan (Becton Dickinson).

Durante a alergia alimentar e doencas
inflamatérias, as células epiteliais intestinais expressam
altos teores de antigénio da Classe II que se pensam ser
mediadas, pelo menos parcialmente, por citocinas
inflamatérias como por exemploc IFN-T. As células ndo
diferenciadas HT-29 wutilizadas no ensaio descrito, néo
expressam constitutivamente moléculas da Classe II. Para
simular parcialmente os acontecimentos que tém lugar
durante o estabelecimento da inflamacdo intestinal, as
células foram expostas a IFN-7. O efeito de TGF-B2 nesta
reacgdo fol examinado em seguida. A exposicdo a IFN-7
induziu a expressdo da Classe II nas células HT-29 mas este
efeito foi eliminado pelo pré-tratamento com TGF-B2 em

todas doses ensaiadas (Tabela 2). Pelo contrdrio, as outras

- 10 -
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combinagdes de citocinas ensaiadas resultaram em altos
valores de expresséo de Classe II. A maior parte das
células IEC-18 j4 expressavam moléculas da Classe II mas
revelavam maior expressdo apds o tratamento com IFN-T
(Tabela 3). De novo, o TGF-B2 suprimia esta inducdo. Assim,
no estabelecimento das reacgbes inflamatérias intestinais,
o TGF-B2 pode modular a expressdo local de antigénios de

Classe IT.

- 11 -




Tabela 2. Efeito de TGF-B2 na expressdo de MHC-Classe

pelas células epiteliais do intestino humano (HT-29).

Tratamento Expressao de MHC-IT

(0-24 h) (24-48 h)

nenhum nenhum
nenhum IFN-7
IFN-7 nenhum
IFN-T1 IFN-T1
TGF-B2 nenhum
TGF-B2 TGF-f2
TGr-B2 IFN-7
IFN-7 TGF-52

TGF-B2+IFN-7TGF~B2+IFN-T1

++

++

+++

++

++

Revelacgdo: - negativa
+ fraca
++ forte

+++ muito forte

- 12
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Tabela 3. Efeito de TGF-B2 na expressdo de MHC~Classe II

por células epiteliais do intestino de rato (IEC-18).

Tratamento Expressdo de MHC-II
(0-24 h) (24-48 h) (% positiva de células)
nenhum nenhum 73,6 + 1,5
nenhum IFN-71 85,3 + 5,3
IFN-T IFN-7 95,8 + 0,6
TGF-BZ nenhum 67,3 + 1,8
TGF-52 IFN-71 75,8 + 0,3
TGF-B2+IFN~7TGF~R2+IFN-T1 86,9 £ 1,5

A demonstracdo dos antigénios de MHC-Classe IT
em células do intestino humano e de roedores apoia a nocédo
de dque estas células podem actuar como células due
apresentam antigénio (Mayer, L., e col. J.Exp. Med. 166
1471-1483, 1987. A célula epitelial do intestino tem sido
considerada como participante principal na etiopatogénese
de IBD. Um aumento na sua expressdo de MHC-Classe II podia
conduzir a wuma maior interaccdo de linfécitos com
auxiliares T do epitélio e isto, por sua vez, podia ser uma
causa primdria em IBD ou um mecanismo de perpetuacdo. Os
presentes estudos demonstram pela primeira vez a acgdo de
TGF-B2 (e MGF do tipo TGF-B2) na supressdo da expressio de
MHC-Classe II em células epiteliais do intestino. De acordo

com esta descoberta, a disponibilidade de um agente




=

imunossupressor que actua topicamente & superficie da

mucosa intestinal pode oferecer uma nova ferramenta para
interromper o mecanismo patogénico envolvido em IBD e
outras condigdes imunes inflamatérias no intestino,
nomeadamente a Doenca de Coeliac e as reacgdes de Enxerto-
versus~Hospedeiro.

Exemplo 1

Adiciona-se MGF do tipo TGF-B2 preparado numa
forma enriquecida a partir de leite de bovino tal como
acima referido a um produto entérico nutricialmente
equilibrado compreendendo cerca de 10% de matéria seca numa
quantidade tal que a composigio entérica assim obtida
compreende uma dquantidade de cerca de 0,1 a 50, de
preferéncia de 0,5 a 20 ug de MGF do tipo TGF-B2 por grama
de matéria seca.

As composigbes entéricas preparadas desta forma
s8o eficazes na supressio da expressdo de MHC-Classe II por
células epiteliais do intestino.

Exemplo 2

Adiciona-se MGF do tipo TGF~B2 preparado numa
forma enriquecida a partir de leite de bovino tal como
acima referido a um produto alimentar equilibrado numa
forma ligquida ou em pé numa guantidade tal que a composicéo
alimentar assim obtida compreende uma quantidade de cerca
de 0,1 a 50, de preferéncia de 0,5 a 20 ug de MGF do tipo
TGF-B2 por grama de matéria seca.

»

A composicéo alimentar preparada desta forma ¢é
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eficaz na supressdo da expressdo de MHC-Classe II pelas

células epiteliais do intestino.

REIVINDICACOES

Composicdo alimentar caracterizada por conter
uma quantidade eficaz de MGF do tipo TGF-B2 derivado de
leite de mamifero ou colostro para a modulagdo da expressdo

de MHC em seres humanos ou animais.

Composicdo alimentar de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizada por o referido MGF do tipo
TGF-B2 derivado de leite de mamifero ou colostro ser eficaz
para o tratamento das Doencas Inflamatérias do Bacgo ou das

reaccdes de Enxerto-versus-Hospedeiro em seres humanos ou

animais.

Composicéo alimentar de acordo com a
reivindicagédo 1, caracterizada por a referida quantidade de
MGF do tipo TGF-B2 derivado de 1leite de mamifero ou
colostro ser eficaz para a prevencdo da diarreia em seres

humanos ou animais em desmama.
Composicédo alimentar de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizada por a referida quantidade de

MGF do tipo TGF-82 derivado de leite de mamifero ou




colostro ser eficaz para a prevencdo das reacgdes alérgicas

no sistema gastro-intestinal em seres humanos ou animais.

Utilizagdo do MGF do tipo TGF-B2 derivado de
leite de mamifero ou colostro para a preparacdo de uma
composigdo alimentar de acordo com gualguer das

reivindicagdes 1 a 4.

Composigdo parentérica caracterizada por conter
uma quantidade eficaz de MGF do tipo TGF-B2 derivado de
leite de mamifero ou colostro para a modulacdo da expressdo

de MHC em seres humanos ou animais.

Composicao parentérica de acordo com a
reivindicagdo 6, caracterizada por o referido MGF do tipo
TGF-82 derivado de leite de mamifero ou colostro ser eficaz
para o tratamento das Doencgas Inflamatdrias do Bago ou das
reacgdes de Enxerto-versus-Hospedeiro em seres humanos ou
animais.

_83_

Composigéo parentérica de acordo com a
reivindicagédo 6, caracterizada por a referida quantidade de
MGF do tipo TGF-B2 derivado de 1leite de mamifero ou
colostro ser eficaz para a prevencdo da diarreia em seres

humanos ou animais em desmama.

Composicéo parentérica de acordo com a




reivindicagdo 6, caracterizada por a referida quantidade de
MGF do tipo TGF-B2 derivado de leite de mamiferc ou
colostro ser eficaz para a prevencdo das reaccgdes alérgicas

no sistema gastro-intestinal em seres humanos ou animais.

Utilizacdo do MGF do tipo TGF-B2 derivado de
leite de mamifero ou colostro para a preparacdo de uma
composigdo parentérica de acordo com Qualquer das

reivindicagdes 6 a 9.

Utilizacdo do MGF do tipo TGF-B2 derivado de
leite de mamifero ou colostro para a preparagdc de uma
composigdo farmacéutica contendo uma quantidade eficaz de
MGF do tipo TGF-B2 derivado de leite de mamifero ou
colostro para a modulagdo da expressdo de MHC em seres

humanos ou animais.

Utilizagdo de acordo com a reivindicacdo 11
caracterizada por a referida composicdo farmacéutica ser
utilizada no tratamento das Doengas Inflamatérias do Baco
ou das reacgbes de Enxerto-versus-Hospedeiro em seres

humanos ou animais.

Utilizagdo de acordo com a reivindicagcdo 11
caracterizada por a referida composicio farmacéutica ser
utilizada na prevencdo da diarreia em seres humanos ou

animais em desmama.




Utilizagdo de acordo com a vreivindicagdo 11
caracterizada por a referida composicdo farmacéutica ser
utilizada na prevencdo das reacgbes alérgicas no sistema

gastro-intestinal em seres humanos ou animais.

A requerente reivindica a prioridade do pedido
de patente europeia apresentadoc em 12 de Agosto de 1990,

sob o n® 2181069.5.

Lisboa, 11 de

;. JESCERE NS S

Agosto de 1992
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RESUMO

"COMPOSTICAO ALIMENTAR CONTENDO FACTOR DE CRESCIMENTO DO

LEITE"

A invengdo refere-se g composicdes alimentares,
composicdes parentéricas e composicdes  farmacéduticas
contendo uma quantidade eficaz de MGF do tipo TGF-B82
(factor de crescimento do leite) derivado de leite de
mamifero ou colostro para a modulagdo de respostas imunes
associadas com MHC (complexo principal da
histocompatibilidade) no sistema gastro-intestinal em seres

humanos ou animais.
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