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A INVENCAO E DIRIGIDA A UTILIZAGAO DE CPN10 EM TRANSPLANTAGAO E
PARTICULARMENTE AO TRATAMENTO E/OU PREVENGAO DE DOENGA DE ENXERTO VERSUS
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ADMINISTRAGAO AO ANIMAL DADOR E/OU RECEPTOR DE PELO MENOS OUTRO AGENTE
IMUNOSSUPRESSOR PARA PREVENIR OU ALIVIAR DOENGA DE ENXERTO VERSUS
HOSPEDEIRO.



RE SUMO
"IMUNOSSUPRESSAO COM CHAPERONINA 10"

A  invencgdo ¢ dirigida a utilizacdo de cpnl0 em
transplantacdo e particularmente ao tratamento e/ou
prevencao de doenca de enxerto versus hospedeiro. A
inven¢ao proporciona um método de administragao de cpnl0 a
um animal dador e/cu receptor, ou células, tecidos ou
6rgacs derivados do dador, apesar de, numa  forma
particularmente vantajosa, tratamento dos animais dador e
receptor. 0 método pode incluir adicionalmente a
administracdo ao animal dador e/ou receptor de pelo menos
outro agente 1imunossupressor para prevenir ou aliviar

doenca de enxerto versus hospedeiro.
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DESCRICAO

"IMUNOSSUPRESSAO COM CHAPERONINA 10"

DOMINIO DA INVENCAO

Esta invencao refere-se a uma composicao farmacéutica
compreendendo: uma quantidade farmaceuticamente eficaz de
chaperonina 10 com a sequéncia de aminocdcidos apresentada
na SEQ ID NO: 1 e um transportador, excipiente ou diluente

farmaceuticamente aceitdvel.

CONTEXTO DA INVENCAO

A doencga enxerto versus hospedeiro (GVHD) é um estado que
se pode desenvolver quando células imunologicamente
competentes foram introduzidas num individuo, por exemplo,
durante transplantacao de medula dssea ou células
estaminais. A GVHD refere-se ao processo imunoldgico pelo
qual as células transplantadas de novo montam uma resposta
de rejeicao contra  tecido-hospedeiro. A GVHD pode
desenvolver-se apds a transplantagao ou transfusao de
tecido da medula Ossea, células estaminais hematopoiéticas,
produtos sanguinecs nao irradiados e 6rgaos solidos

contendo tecido linfdide.

Ha dois tipos de GVHD, agudo e crénico. A GVHD aguda
desenvolve-se nos primeiros trés meses apds a
transplantag¢ao, e sintomas c¢linicos incluem dermatite,
enterite e  hepatite. A GVHD crénica desenvolve-se
habitualmente trés meses apds a transplantagao e ¢ uma
sindroma autoimune cgue afecta multiplos ¢rgaos e tecidos,

como a pele, tracto GI e figado.



Células T dadoras sdo responsaveis pelo desencadeamento do
desenvolvimento de GVHD. Células T dadoras reconhecem os
antigenes de células-hospedeiro como estranhos e respondem
por proliferacao e libertacao de citoquinas, que, por sua

vez, podem activar células do sistema imunoldgico inato.

A transplantagiao de medula d6ssea ou transplantacgac de
células hematopoiéticas alogeneicas continua a ser a
terapia curativa mais eficaz para o tratamento de
malignidades hematoldgicas, como leucemia, mieloma, linfoma
e anemia aplastica. A GVHD aguda grave & a causa principal
de mortalidade e morbidez durante transplantacao de medula
6ssea. A GVHD crénica também pode conduzir a morte, e 0s

sobreviventes ficam muitas vezes gravemente incapacitados.

Os farmacos imunossupresscres desempenham um grande papel
na prevencao, tratamento terapéutico e gestao de GVHD aguda
e crdénica. Os farmacos podem ser administrados ao paciente
antes e apds o transplante. Farmacos correntes usados no
tratamento terapéutico de GVHD incluem ciclosporina,
metotrexato, tacrolimus, sacrolimus, micofenolato de
mofetil e esterdides. Os regimes de imunossupressao
envolvem muitas vezes a administracac de uma combinacac de

farmacos para se obter um efeito maximo.

A chaperonina 10 (cpnl0) esta presente numa variedade de
organismos, desde bactérias até humancs, e é um membro da
familia de proteinas de chogque térmico ("chaperones") que
se encontram entre as proteinas mais estaveis do ponto de
vista evolutivo que existem. As moléculas de "chaperones”
estao envolvidas no dobramento poés—-traducao,

direccionamento e reuniao de outras proteinas (Hartman et



al., 1992, Proc. Natl., Acad. Sci. USA, 89, 3394-8), mas em
si mesmas nao fazem parte da estrutura reunida final (Ellis
et al., 1991, Annu. Rev. Biochem. 60, 321-47). Estas
proteinas desempenham papéis essenciais em células normais,
mas a sua produgédo ¢ regulada de modo positivo durante
"stress" celular (por exemplo, destruicao metabdlica,

infeccgao, inflamacdo, transformacao).

Foi inesperadamente descoberto gque a chaperonina 10 tem a
mesma sequéncia de aminoadcidos do Factor do Inicio da
Gravidez (EPF) (Morton et al., Publicacdao Internacional WO
95/15338). O EPF é uma substdncia associada a gravidez que
aparece no soro maternc num periodo de 6-24 horas da
fertilizagao (Morton et al., 1974, Nature, 249; 459-460, e
Morton et al., 1976, Proc. R. Soc. Lond., 193; 413-9). Esta
presente durante pelo mencs a primeira metade da gravidez e
¢ essencial para o crescimento e sobrevivéncia embriondrios
continuados (Morton et al., 1987, Current Topics 1in
Developmental Biology 23; 73-92). E agora claro que o EPF
tem muitas fungdes fisioldgicas e a sua produgdo nao esta

confinada a gravidez.

Foi relatado que o EPF pode actuar como 1munossupressor,
libertar factores supressores de linfécitos (Rolfe et al.,
1988, Clin. Exp. Immunol. 73, 219-225) e aumentar as
propriedades inibidoras de rosetas de um SOro
antilinfocitdrio imuncssupressor (Morton et al., 1974 e
1976, supra) . O EPF pode suprimir a reacgao de
hipersensibilidade do tipo retardade ao trinitrocloro-
benzeno em ratinhos (Noonan et al., 1979, Nature, 278, 649-
51), suprimir a proliferagcao de linfdécitos induzida por

mitogenes (Athanasas-Platsis, 1993, tese de Doutoramento,



The University o©of Queensland) e suprimir a produgao de IFN-

y por células T CD4+.

No entanto, nao houve nenhuma evidéncia directa de o EPF ou
cpnl0 poderem ter potencial como agente imunossupressor em
transplantagcaoc e, em particular, na preven¢aco de GVHD. Nao
foi mostrado que a chaperonina 60, uma proteina de choque
térmico relacionada, que também pode  actuar como
imunossupressor, possua quaisquer efeitos terapéuticos em
GVHD. De facto, a técnica anterior ensina que proteinas de
choque térmico podem ter efeitos adversos em transplantacdo

(Ogita et al., 2000, Transplantation, 69, 2273-2277).

0O documento WO 95/15338 divulga uma Chaperonina 10
recombinante e a sua utilizacaoc no tratamento de enxertos
de pele em ratos e ratinhos in vivo, de modo a prolongar a
sobrevivéncia dos enxertos e reduzir a rejeicac dos

enxertos transplantados.

Morton H et al. apresentam a wutilizacac de cpnl0
recombinante (factor do inicic da gravidez (EPF)) in vivo
como medicamento testadc em ratos pelo seu papel no
prolongamento de tempos de sobrevivéncia de enxertos de
pele alogénicos (Morton H et al., *“Production of a
recombinant form of early pregnancy factor that can prolong
allogeneic skin graft survival time in rats”. IMMUNOLOGY
AND CELL BIOLOGY, wvolume 78, n°® 6, Dezembro de 2000 (12-
2000), péaginas 603-607).

OBJECTIVO DA INVENGCAO

0s presentes inventores aperceberam-se de gue os farmacos

imunossupressores presentemente utilizados no tratamento



terapéutico e gestao de GVHD tém as seguintes desvantagens
importantes:

(i) induzem efeitos secunddrios graves, por exemplo,
hipertensao que pode requerer medicagao adicional
para controlo, nefrotoxicidade que ocorre em até
40% dos pacientes e frequentemente forca o médico
a administrar doses sub-Optimas do farmaco, para
limitar & toxicidade, efeitos no SNC, como
tremuras, dores de cabecga, depressao, parestesia,
visao enevoada e c¢rises, risco aumentado de
infecgdes bacterianas, fungicas ou virails, risco
aumentado de cancro, particularmente cancro da
pele, perda de apetite, nduseas e crescimento
aumentado de pélos;

(ii) a GVHD & resistente aos farmacos numa percentagem
significativa de pacientes, sendo requerida
terapia de combinagdo de farmacos;

(1ii) os farmacos sao muito dispendiosos, e

(iv) os farmacos demonstraram interacgdes adversas com
outros farmacos terapéuticos, como antibidticos,
NSAIDs, antiepilépticos e antifungicos,
imunizagdes, como contra rubéola e poliomielite,
e alimentos naturais, como toranja (no caso da

ciclosporina).

Em consequéncia, € muitc necessario o desenvolvimento de um
novo farmaco para tratar e gerir GVHD com menos efeitos
secundarios efeitos secundarios do que o0s tratamentos
correntemente disponiveis e que seja mais eficaz em
pacientes que exibem resisténcia aos farmacos presentemente

comercializados.



Os presentes inventores descobriram inesperadamente que a
cpnl0 possul enorme potencial clinico como nova terapia no

tratamento e gestao de GVHD.

RESUMO DA INVENCAO

E descrita aqui a utilizacdo de cpnlO em transplantacdo e,
em particular, no tratamento e/ou prevengdo de doenga de

enxerto versus hospedeiro.

Também ¢ descrita a administrac¢éo de c¢pnl0 a um animal
dador e/ou receptor, ou a células, tecidos ou 6rgaos
derivados do dador, bem como o tratamento do animal dador e

do receptor.

Em consequéncia, num primeiro aspecto, um método de
tratamento terapéutico ou profildctico de doenga de enxerto
versus hospedeiro (GVHD) inclul os passos seguintes:

(1) administrar uma  quantidade farmaceuticamente
eficaz de chaperonina 10 (cpnlQ), ou um derivado
da c¢pnl0, a um animal dador ou célula, od6rgac ou
tecido dele obtido, e

(ii) administrar a um animal receptor uma gquantidade
farmaceuticamente eficaz de cpnlQ, ou derivado da
cpnl0, ©para desse modo retardar, melhorar,
suprimir ou entdo reduzir um ou mais sintomas de
GVHD apés transplantacdo da uma ou mais células,

tecidos ou 6rgdos para o animal receptor.

Preferivelmente, a quantidade farmaceuticamente eficaz de
cpnlO, ou um derivado da cpnlO, é administrada a um animal

receptor antes e apds o passo (ii).



Preferivelmente, a quantidade farmaceuticamente eficaz de
cpnl0, ou um derivado da c¢pnl0, administrada a um animal
situa-se no intervalo de 0,1-100 mg por kg/peso do corpo.
Mais preferivelmente, situa-se no intervalo de 0,1-10 mg

por kg/peso do corpo.

Preferivelmente, ¢ animal ¢ um mamifero.

Preferivelmente, ¢ mamifero ¢ um humano.

Adequadamente, a célula, tecido ou dérgdo consiste em medula

6ssea ou é derivado de medula 6ssea.

Adequadamente, o método de tratamento terapéutico ou
profilactico de GVHD também inclui o passo de administrar a
esse animal dador e/ou a esse animal receptor pelo menos
outro agente 1imunossupressor seleccionado do grupo que
consiste em ciclosporing, tacrolimus, sirolimus,

micofenolato de mofetil e metotrexato.

Adequadamente, o método de tratamento terapéutico ou
profilactico de GVHD também inclui o passo de administrar
um esterdide a esse animal dador e/ou a esse animal

receptor.

Num segundo aspecto, um método para inibir, suprimir ou
entac reduzir a produg¢aoc de TNFo num animal inclul o passo
de administrar a esse animal uma quantidade
farmaceuticamente eficaz de c¢pnl0, ou derivado da cpnlQ,
para assim inibir, suprimir ou entao reduzir a produgao de

TNFo no referido mamifero.

Preferivelmente, ¢ animal ¢ um mamifero.



Preferivelmente, o mamifero ¢ um humano.

De acordo com este aspecto, também ¢ descrito um método
para inibir, suprimir ou entao reduzir a produgac de TNFa
por uma ou mals células, tecidos ou drgaos obtidos de um
animal, gue inclui o passo de administrar a essas células,
tecidos ou ¢6rgaos uma gquantidade farmaceuticamente eficaz
de c¢pnl0, ou derivado da c¢pnl0, para assim inibir a

producao de TNFa pelo referido animal.

Num terceiro aspecto, ¢é descrito agui um método para
induzir, ampliar ou entaoc aumentar a producac de IL-10 num
animal, que inclui o passo de administrar ao referido
animal uma quantidade farmaceuticamente eficaz de cpnl0, ou
derivado da c¢pnlQ0, para assim induzir, ampliar ou entao

aumentar a produc¢ao de IL-10 nesse animal.

Preferivelmente, o animal ¢ um mamifero.

Preferivelmente, o mamifero ¢ um humano.

De acordo com este aspecto, um método para induzir, ampliar
ou entdo aumentar a producdoc de TINFa por uma ou mais
células, tecidos ou o6rgacs obtidos de um animal inclui o
passc de administrar a essas células, tecidos ou 6rgdos uma
gquantidade farmaceuticamente eficaz de c¢pnl0O, ou derivado
da cpnl0, para assim induzir a producaoc de IL-10 por esse

animal.

A presente invencdo refere-se a uma composic¢ao farmacéutica
compreendendo uma quantidade farmaceuticamente eficaz de

chaperonina 10 (cpnlQ) com a sequéncia de aminoacidos



apresentada na SEQ ID NO: 1 e um transportador, excipiente

ou diluente farmaceuticamente aceitavel.

0 pelo menos um outro agente imunossupressor ¢ um fdrmaco
imunossupressor ou um anticorpo especifico dirigido contra
linfdécitos B ou T, ou receptores da superficie que medeiam

a sua activacgao.

Preferivelmente, o fdrmacoc imunossupressor € qualquer um de
entre ciclosporina, tacrolimus, sirolimus, micofenolato de

mofetil e metotrexato.

Noutro aspecto ¢é descrita uma composigao farmacéutica do

quarto aspecto que também compreende um esterdide.

Preferivelmente, essa proteina cpnl0O tem uma sequéncia de

aminocacidos apresentada na FIG. 1 (SEQ ID NO: 1).

Ao longo desta especificacdao, “compreendem”, “compreende” e
“compreendendo” sao usados de modo inclusive e nao
exclusivo, entendendo-se gue implicam a inclusao de um
inteiro ou grupo de inteiros relatados mas nao a exclusao

de qualquer outro inteiro ou grupo de inteiros.

DESCRICAO BREVE DAS FIGURAS

FIG. 1: A sequéncia de aminodcidos da proteina cpnl0O (SEQ
ID NO: 1).
FIG. 2: O efeito do tratamento com cpnl0 in vivo em

respostas pré-inflamatdrias induzidas por LPS e
aloantigenes de macrofagos peritoneais de

ratinhos e na diferenciacao de células T.
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Sobrevivéncia de ratinhos apds transplantacaoc de
medula oéssea e tratamento pds-transplante com
cpnl0. No periodo pds-transplante (dia 0 até 21),
0os animais foram injectados subcutaneamente com
veiculo (singeneico, n=8, e grupo de controlo
alogeneico, n=10) ou cenl0 (10 e 100
ug/animal/dia: cpnl0 10 pg/dia alogeneico, n=10,
e cpnl0 100 ug/dia alogeneico, n=10). B.
Pontuacgdes clinicas de GVHD em ratinhos
representadas graficamente ao longo do tempo (0-

45 dias; **pP <«0,01).

Sobrevivéncia de ratinhos apds transplantagao de
medula ¢Ossea e tratamento pré-transplante com
cpnl0. Ratinhos receptores e dadores foram
tratados durante 5 dias pré-transplante com
injecgbes subcuténeas de cpnl0 (100 ug/dia) ou
diluente de controlo. Formaram-se entao cinco
grupos de animais: Grupo 1l: Controlo singeneico
(n=8) representou B6D2F1l transplantado com medula
6ssea B6D2F1 e células T singeneicas; Grupo 2:
Controlo alogeneico (n=10) consistiu em
receptores B6D2F1 pré-tratados com diluente
transplantados com células de dadores B6 pré-
tratados com diluente; Grupo 3: Receptor
alogeneico pré-tratado (n=10), ratinhos B6D2F1
receptores foram tratados pré-transplante com
cpnl0 e foram transplantados com células dadoras
B6 pré-tratadas com veiculo; Grupo 4: Ratinhos
B6D2F1 receptores pré-tratados apenas com
diluente que receberam transplante de dadores B6

pré-tratados com c¢pnl0 (alogeneico: dadeor pré-
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tratado, n=10), e Grupo 5: Ratinhos receptores
B6D2F1 e dadores B6 foram pré-tratados com cpnl0
antes da transplantacao (alogeneico: receptor e
dador pré-tratados, n=10). (*P  <0,01 wversus
controlo alogeneico.) B. Pontuac¢des clinicas de
GVHD em ratinhos representadas graficamente ao

longo do tempo (0-30 dias; ***P <0,001).

DESCRICAO PORMENORIZADA

Os 1inventores demonstraram que a cpnl0 tem actividade
imunossupressora significativa num modelo de transplantagao
de ratinho in vivo e que o tratamento com cpnl0 aumenta a
taxa de sobrevivéncia de ratinhos que sofrem de GVHD. Esta
¢ a primeira demonstragao dos efeitos 1munossupressores
benéficos da cpnl0 e taxas de sobrevivéncia aumentadas num

modelo de GVHD in vivo.

A eficdcia do tratamento com cpnl0 é aumentada se ambos 0S
animais dador e receptor forem tratados com cpnlQ antes do
procedimento de transplantagdo. Também € demonstrado que a
cpnlO inibe a secrecao de TNF mediada por
lipopolissacarido e promove a produgac de IL-10 em
macréfagos de  ratinho. A IL-10 ¢é uma citoquina
imuncssupressora potente que é um 1inibidor poderoso de

respostas imunoldégicas adaptaveils e inatas a LPS.

A GVHD aguda apds transplantagdo de medula &dssea (BMT)
alogeneica ¢é uma doenga mediada por células T na qual
células T dadoras reconhecem antigenes dispares do
hospedeiro e diferenciam-se de um modo dominante Thl. As
citoguinas Thl resultantes derivadas de células T induzem

células mononucleares dadoras que libertam gquantidades
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citopaticas de citoquinas inflamatdrias (por exemplo, TNF)
gquando entram em contacto com lipopolissacarido (LPS). O
LPS sofre fugas através da mucosa gastrointestinal que esta
danificada pela GVHD e pela radiagcao precedente. Em
consequéncia, o TNFqa, em conjunto com a produgao
desregulada de citoquinas citotdxicas, 1induz apoptose em
tecido-hospedeiro. A mortalidade devida a GVHD em modelos
de BMT é prevenida por imunossupressao dirigida a células
T, particularmente por agentes que inibem a geracgdo de IL-

2.

A presente divulgagdo ¢ exemplificada relativamente a
transplantagdo de medula Ossea. No entanto, serd apreciado
gue o conceito é aplicédvel a outras células, tecidos e
6rgacs que incluem células imunocompetentes capazes de
iniciar uma resposta imunoldgica no hospedeiro. Exemplos
nac limitadores dessas ceélulas, tecidos e O6rgaos incluem
figado, ©pulmaoc, coracgcao, rim e c¢élulas estaminais e

progenitoras.

A divulgagdo descrita aqui pode ser amplamente aplicavel a
qualgquer animal, mas é particularmente dirigida a mamiferos
e preferivelmente humancs. Por exemplo, pode ser dirigida a
uma transplantacgao em gado, animais domésticos, animais de
laboratério e animais de competicaoc (por exemplo, cavalos

de corrida e camelos).

Para fins desta especificacdo, por “isclado” pretende-se
significar material gque foi removido do seu estado natural
ou entao foli sujeito a manipulacao humana. O material
isclado pode estar substancial ou essencialmente livre de
componentes que normalmente o acompanham no seu estado

natural, ou pode ser manipulade de modo a estar num estado
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artificial Jjuntamente com componentes que normalmente ©
acompanham no seu estado natural. Material isolado pode

estar em forma nativa, de sintese quimica ou recombinante.

Por ‘“proteina” pretende-se significar um polimero de
aminoacidos. Os aminodcidos podem ser aminoacidos naturais
ou nao naturais, D- e L-aminodcidos, como é bem entendido

na area.

Um “péptido” é uma proteina com nao mais de cinquenta (50)

aminoacidos.

Un “polipéptido” ¢ uma proteina com mais de cinguenta (50)

aminoacidos.

0 termo "dcido nucleico”, tal como é usado aqui, designa
mRNA, RNA, CRNA, RNAi e DNA de filamentacao simples ou

dupla, inclusive cDNA e DNA gendmico.

Por "agente imunossupressor” pretende-se designar um agente
que pode suprimir, de modo profilactico ou terapéutico, uma
resposta autoimune ou imunoldégica contra uma célula, tecido
ou o6rgao transplantado alogeneico ou xenogeneico, ou para

suprimir doencga de enxerto versus hospedeiro.

Preferivelmente, a quantidade farmaceuticamente eficaz de
cpnl0 administrada a um individuo situa-se no intervalo de

0,1-100 mg.

Mais preferivelmente, a quantidade farmaceuticamente eficaz
de c¢pnl0 administrada a um individuo situa-se no intervalo

de 0,1-10 mg.
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0 profissional apreciara que as guantidades
farmaceuticamente eficazes acima mencionadas sao calculadas
em termos de um ser humano tipico de 70 kg. Em
conformidade, as doses podem variar, dependendo do peso,
idade, sexo, estado geral de satde e boa condigao fisica do
individuo e quaisquer outros tratamentos a que o individuo
esteja a ser sujeito. Além disso, a quantidade de cpnl0
administrada sera interdependente da frequéncia e

calendarizacgdo da administracao.

Também sera apreciado que as quantidades farmaceuticamente
eficazes acima mencionadas de cpnlO podem ser administradas
a animais, por exemplo, animais domésticos e gado. As doses
irdo variar, dependendo do peso e tipo de animal, como sera

claro para 0s profissionais.

A c¢cpnl0 administrada a um humano ou outro animal pode ser
qualquer forma de cpnl0 isolada, incluindo mas nao se
limitando a c¢pnl0 recombinante (SEQ ID NO: 1), c¢pnl0
nativa, cpnl0 peguilada, cpnl0-GSM recombinante ou qualquer

outra proteina derivada da cpnl0.

Sequéncias de nucledtidos e amincacidos adequadas da cpnl0
sdo Dbem conhecidas na Aarea, apesar de se referir, por
conveniéncia e para o profissional, as seguintes sequéncias
cpnl0 de mamifero:
(1) cpnl0 humana (N° de Acesso do NCBI Entrez U07550;
Chen et al., 1994, Biochim. Biophys. Acta, 1219,
189-190) ;
(ii) c¢cpnl0 de ratinho (N° de Acesso do NCBI Entrez
U0%9659; Dickson et al., 1994, J. Biol. Chenm.,
269, 26858-864), e
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(iii) cpnl0 de rato (N° de Acesso do NCBI Entrez
X71429; Ryan et al., 1994, FEBS Lett., 337, 152-
156).

0 dador e o receptor podem ser tratados com cpnlO antes do

procedimento de transplantagao.

Preferivelmente, o dador ¢ submetido a tratamento com cpnlQ
durante nao mais do que 7 dias antes do procedimento de
transplantagao. Mals preferivelmente, o dador é submetido a
tratamento com c¢pnl0 durante 2 até 5 dias antes do

procedimento de transplantagao.

Preferivelmente, o receptor ¢é submetido a tratamento com
cpnl0 durante nac mais do que 7 dias antes do procedimento
de transplantagac e nao mais do que 90 dias apds o
procedimento. Mais preferivelmente, © receptor é submetido
a tratamento com cpnl0 durante 2 até 5 dias antes do
procedimento de transplantacao e nao mais do que 60 dias
apds o procedimento. Ainda mais preferivelmente, © receptor
¢ submetido a tratamento com cpnlO durante 2 até 5 dias
antes do procedimento de transplantagao e 10 até 30 dias

apds o procedimento.

Tal como usado aqui, proteinas “derivadas” da especificacgao
sdc proteinas, como proteinas cpnl0, que foram alteradas,
por exemplo, por conjugagao ou complexag¢ac com outras
fracgbes quimicas ou por técnicas de modificacao pds-
traducdo, como sera entendido na area, inclusive proteinas

parceiras de fusao.

Qutros derivados contemplados pela divulgagac incluem mas

nac estao limitados a peguilacgdo, modificacdao de cadeias
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laterais, incorporacgac de aminocacidos nado naturais e/ou
seus derivados durante a sintese de péptidos, polipéptidos
ou proteinas e a utilizacao de agentes de reticulacao e
outros métodos que 1mpdem restrigdes conformacionais nos
polipéptidos, fragmentos e variantes da divulgacgao.
Exemplos de modificacg8es de cadeias laterals contempladas
pela presente divulgacdoc incluem modificacBes de grupos
aminoc, tails como por acilagac com anidrido acético;
acilacdo de grupos amino com anidrido succinico e anidrido
tetra-hidroftdlico; amidinacdo com acetimidato de metilo;
carbamoilacdo de grupos amina com cianato; piridoxilacdo de
lisina com piridoxal-5-fosfato seqguida de redugao com
NaBH,;; alquilagao redutora por reacgédo com um aldeido
seguida de reducao com NaBH,, e trinitrobenzilagao de
grupos amino com acido 2,4,6-trinitrobenzenossulfdénico

(TNBS) .

0 grupo carboxilo pode ser modificado por activagcao por
carbodiimida wvia formacac de O-acilisoureia seguida de
derivatizacao subsequente, a titulo exemplificativo, numa

amida correspondente.

0 grupo guanidina de residuos arginina pode ser modificado
por formacdo de produtos de condensacdo heterociclicos com
reagentes tais como 2, 3-butanocdiona, fenilglioxal e

glioxal.

Grupos sulfidrilo podem ser modificados por métodos tais
como oxidagdo de &cido perférmico em Aacido cisteico;
formacao de derivados mercuriais usando acido 4-
cloromercurifenilsulfdénico, 4-cloromercuribenzoato; 2—
cloromercuri-4-nitrofenol, cloreto de fenilmercirio e

outros compostos mercuriais; formagédo de dissulfuretos
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mistos com outros compostos tiol; reacgao com maleimida,
anidrido maleico ou outra maleimida substituida;
carboximetilacgdo com acido iodoacético ou ilodoacetamida, e

carbamoilagao com cianato a pH alcalino.

Residuos triptofano podem ser modificados, por exemplo, por
algquilacdo do anel indolc com Dbrometo de 2-hidroxi-5-
nitrobenzilo ou haletos de sulfonilo, ou por oxidag¢ao com

N-bromossuccinimida.

Residuos tirosina podem ser modificados por nitragdo com

tetranitrometano para formar um derivado 3-nitrotirosina.

0 anel imidazolo de um residuo histidina pode ser
modificado por N-carbetoxila¢ao com pirocarbonato de
dietilo ou ©por alquilacdo com derivados do acido

iodoacético.

Exemplos de incorporagdo de aminocacidos ndo naturais e
derivados durante a sintese peptidica incluem mas nao estao
limitados a utilizacdo de &dcido 4-aminobutirico, acido 6-
amino-hexandico, acido 4-amino-3-hidroxi-5-fenilpentandico,
acido 4-amino-3-hidroxi-6-metil-heptandico, t-butilglicina,
norleucina, norvalina, fenilglicina, ornitina, sarcosina,

2-tienilalanina e/ou D-isdmeros de aminoacidos.

Derivados também podem incluir parceiros de fusao e caudas
de epitopos. Exemplos bem conhecidos de parceiros de fusao
incluem mas nao estao limitados a glutationa-S-transferase
(GST), porgao Fc de IgG humana, proteina de ligagao a
maltose (MBP) e hexa-histidina (HIS¢), que sao
particularmente Utels para o isolamento da proteina de

fusac por cromatografia de afinidade. Para a finalidade de
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purificagao de polipéptidos de fusao por cromatografia de
afinidade, matrizes relevantes para cromatografia de
afinidade sao resinas conjugadas a glutationa, amilose e
nigquel ou cobalto, respectivamente. Muitas dessas matrizes
estao disponiveis em forma de *“estojo”, como o sistema
QIAexpress™ (Qiagen), ttil com parceiros de fusao (HISg), e

0 sistema de purificag¢dc com GST da Pharmacia.

Um exemplo particular de um parceiro de fusdo é GST, como
descrito em Ryan et al. (supra). Nalguns casos, O0S
parceiros de fusdo também tém sitios de clivagem de
proteases, como para Factor X, ou Trombina, gue permitem
gue a protease relevante digira parcialmente o polipéptido
de fusao da invengdao e, desse modo, dai liberte o
polipéptido recombinante da invengao. O polipéptido
libertado pode entao ser isolado do parceiro de fusao por
separacado cromatografica subsequente. Por exemplo, Ppor
clivagem de GST-cpnl0 é produzida a proteina derivada GSM-

cpnlO.

Parceiros de fusdao de acordo com a especificagdo também
incluem no seu éambito “caudas de epitopos”, que
habitualmente sdo peguenas sequéncias peptidicas para as
quais esta disponivel um anticorpo especificc. Exemplos bem
conhecidos de caudas de epitopos para as quais estao
disponiveis anticorpos monoclonais  especificos estdo
prontamente disponiveis e incluem caudas de c-myc,

hemaglutinina e FLAG.

Proteinas c¢pnl0 da especificacao (inclusive fragmentos,
variantes, derivados e homdélogos) podem ser preparadas por
gualguer procedimento adequado conhecido dos profissionais,

incluindo sintese quimica e expressaco recombinante.
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Preferivelmente, a cpnl0 & cpnl0 recombinante.

Por exemplo, a proteina cpnl0 recombinante pode ser
preparada por um procedimento gque inclui o©s passos
seguintes:
(1) preparar uma construcdao de expressao  que
compreende um acido nucleico isolado que codifica
a c¢pnl0 operativamente ligado a uma ou mais
sequéncias de nucledétidos reguladoras num vector
de expressao;
(ii) transfectar ou transformar uma célula-hospedeiro
adeguada com a construgac de expressao, €
(1ii) expressar a proteina recombinante nessa célula-

hospedeiro.

Un “vector de expressdo” pode ser um vector extra-
cromossémico de auto-replicacao, como um plasmideo, ou um

2

vector que é integradc no genoma de um hospedeiro.

Por “operativamente 1ligado” pretende-se significar que
essa(s) sequéncia(s) de nucledtidos reguladora(s)
estd/estao posicionada(s), relativamente ao acido nucleico
recombinante da invencgdo, de modo a iniciar, regular ou

entao controlar a transcricao.

Sequéncias de nucledtidos reguladoras serao geralmente
apropriadas para a célula-hospedeiro utilizada para
expressao. Numerosos tipos de vectores de expressao
apropriados e sequéncias reguladoras adequadas s5a0
conhecidos na area para uma variedade de células-
hospedeiro. Tipicamente, a referida uma ou mais sequéncias

de nucledtidos reguladoras podem incluir mas nao estao
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limitadas a sequéncias promotoras, sequéncias lider ou de
sinal, sitios de 1ligacao de ribossomas, sequéncias de
inicio e terminagdao da transcrigao, sequéncias de inicio e
terminacdo da traducgao, sequéncias dadoras/aceitadoras de

processamento e sequéncias intensificadoras ou activadoras.

Promotores constitutivos ou indutiveis, como conhecidos na
area, sé&o contemplados pela invengdo e incluem, por
exemplo, promotores repressiveis por tetraciclina e
indutiveis por metalotioneina. Os promotores podem ser
promotores de ocorréncia natural ou promotores hibridos que

combinam elementos de mais do que um promotor.

Numa forma de realizacgao preferida, o vector de expressao
contém um gene marcador selecciondvel para permitir a
seleccgao de células-hospedeiro transformadas. Genes
marcadores seleccionaveis sao bem conhecidos na area e irédo

variar com a célula-hospedeiro utilizada.

Células-hospedeiro adequadas para expressao podem ser
procaridticas ou eucaridticas, como Escherichia coli (DH5q,
por exemplo), células de levedura, células SF9 utilizadas
com um sistema de expressao de baculovirus, células CHO,

C0S, Cv-1 e células 293, sem limitacao.

A proteina cpnl(0 recombinante pode ser convenientemente
preparada pelo profissional usando protocolos comuns Ccomo
descritos, por exemplo, em Sambrook et al., *“MOLECULAR
CLONING. A Laboratory Manual” (Cold Spring Harbor Press,
1989), em particular as Seccdes 16 e 17; “CURRENT PROTOCOLS
IN MOLECULAR BIOLOGY” Editores Ausubel et al., (John Wiley
& Sons, Inc. 1995-1999), em particular os Capitulos 10 e
16, e *“CURRENT PROTOCOLS 1IN PROTEIN SCIENCE” Editores
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Coligan et al., (John Wiley & Sons, Inc. 1995-1999), em

particular os Capitulcs 1, 5 e 6.

Un exemplo de producaoc e purificacdao de cpnl0 sintética
recombinante utilizando o sistema pGEX é apresentado em WO
95/15338. Um sistema de expressdao bacteriano de alto
rendimento que se sabe produzir cpnlQ activa (Ryan et al.,
supra) fol utilizado para produzir a cpnlO (SEQ ID NO: 1)

utilizada nas experiéncias descritas aqui.

Composig¢des farmacéuticas

A especificacao proporciona uma utilizacao de cpnlO para o
tratamento terapéutico de doengas ou estados c¢linicos
causados por transplantacao de células, tecidos ou o6rgaos,

em particular GVHD.

A invencao proporciona composigdes farmacéuticas @ que
compreendem cpnlo com a sequéncia de aminodcidos

apresentada na SEQ ID NO: 1.

De modo adequado, a composicdao farmacéutica compreende um
transportador, diluente ou excipiente apropriado

farmaceuticamente aceitavel.

De modo adeqguado, a composicdo farmacéutica compreende
cpnlo, um transportador, diluente ou exciplente
farmaceuticamente aceitdvel e pelo menos outro agente
imuncssupressor. Preferivelmente, 0 outro agente
imunossupressor ¢ um farmaco imunossupressor ou  um
anticorpo especifico dirigido contra linfdécitos B ou T, ou
receptores da superficie que medeiam a sua activagdo. Mais

preferivelmente, o agente imunossupressor é qualquer um de



22

entre ciclosporina, tacrolimus, sirolimus, micofenoclato de
mofetil e metotrexato. A composicao farmacéutica também

pode compreender um esterdide.

Por “transportador, diluente ou excipiente
farmaceuticamente aceitdvel” pretende-se designar um agente
de enchimento, diluente ou substédncia de encapsulacdo
s6lida ou liquida que possa ser utilizada de mocdo seguro em
administracdo sistémica. Dependendo da via de administracédo
particular, pode ser utilizada uma variedade de
transportadores bem conhecidos na area. Estes
transportadores podem ser seleccionados de um grupo que
inclui acgucares, amidos, celulose e seus derivados, malte,
gelatina, talco, sulfato de calcio, 6leos vegetais, 6leos
sintéticos, polidis, 4acido alginico, solucbdes tamponadas
com fosfato, emulsionantes, solugac salina isotédnica e
sals, como sais de &cidos minerais, incluindo cloridratos,
brometos e sulfatos, &acidos organicos, como acetatos,

propionatos e malonatos, e agua sem pirogénio.

Uma referéncia util que descreve transportadores, diluentes
e excipientes farmaceuticamente aceitaveis & *“Remington’s
Pharmaceutical Sciences” (Mack Publishing Co. N.J. E.U.A.,

1991).

Pode ser empregue qualquer via de administragédc segura para
proporcionar a um paciente a composicac da divulgac¢ao. Por
exemplo, pode ser empregue a via oral, rectal, parentérica,
sublingual, bucal, intravenosa, intra-articular,
intramuscular, intradérmica, subcutédnea, por inalacgéao,
intra-ocular, intraperitoneal, intracerebroventricular,
transdérmica e afins. Injeccdes intramusculares e

subcutéaneas 530 apropriadas, por exemplo, para
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administracao de composigdes imuncgénicas, vacinas e

vacinas de DNA.

Formas galénicas incluem comprimidos, dispersdes,
suspensdes, injeccgbes, solugdes, xaropes, trociscos,
capsulas, supositdérios, aerossdis, emplastros transdérmicos
e afins. Estas formas galénicas também podem incluir a
injecgao ou implantagao de dispositivos de 1libertagao
controlada concebidos especificamente para esta finalidade,
ou outras formas de implantes modificadas para actuarem
adicionalmente deste modo. A libertacac controlada do
agente terapéutico pode ser efectuada revestindo-o, por
exemplo, com polimeros hidréfobos, incluindo resinas
acrilicas, ceras, &lcoois alifaticos de cadeia 1longa,
acidos polilacticos e poliglicdlicos e certos derivados da
celulose, como hidroxipropilmetilcelulose. Adicionalmente,
a libertacao controlada pode ser efectuada utilizando

outras matrizes poliméricas, lipossomas e/ou microesferas.

As composigbes acima podem ser administradas de um modo
compativel com a formulacac galénica e numa quantidade tal
gue seja farmaceuticamente eficaz. A dose administrada a um
paciente, no contexto da presente invengao, deve ser
suficiente para originar uma resposta benéfica num paciente
durante um periodo de tempo apropriado. A quantidade do(s)
agente(s) a ser(em) administrado(s) pode depender do
sujeito a ser tratado, inclusive a sua idade, sexo, peso e
estado geral de saude, factores que dependerdo da avaliacéao

do médico.

De modo que a presente especificacao possa ser mais
facilmente entendida e implementada, referem-se ao

profissional os seguintes exemplos nao limitadores.
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EXEMPLOS

Métodos

Transplantacao

Ratinhos foram transplantados de acordo com um protocolo
padraoc como descrito em Hill et al., 1997, Blood, 90, 3204-
3213, e Hill et al., 1999, J. Clin. Invest., 104, 459-467.
No dia 0, ratinhos B6D2F1 receberam 1400 cGy de irradiacao

total do corpo (TBI, fonte de '’

Cs) em duas doses separadas
por trés horas, para minimizar a toxicidade
gastrointestinal. Cinco x 10° células de medula éssea e 2 x
10° células T esplénicas dadoras purificadas em 1& de
“nylon” de ratinhos B6 (alogénicos) ou ratinhos B6D2F1
(singeneicos) foram novamente suspensas em 0,25 mL de meio

L-15 de Leibovitz e 1injectadas intravenosamente nos

receptores irradiados.

Preparagdo de cpnl0 recombinante

Células de E. coli XL1-Blue foram transformadas com cpnl0
utilizando o vector de expressao pPL550 e cresceram a 37°C.
As células em crescimento exponencial foram induzidas a
expressar proteina por aumento da temperatura para 42°C
durante 4 horas. As células foram transformadas em
granulos, foram novamente suspensas em 30 mL de TrisHC1

0,025 M pH 8,0 e armazenadas a -30°C.

Un granulo celular de uma cultura de 1 L foi descongelado,
as células foram submetidas a lise com lisozima (100 pg/mL,

15 minutos a 37°C) seguida de sonicagao (5 x 10 segundos,
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4°C) e os detritos celulares foram removidos por

centrifugacdo (30 minutos, 4°C, 48 384 x g).

A c¢pnl0 foi purificada do lisato clarificado por
cromatografia de permuta idnica e interaccao hidréfoba. A
proteina foi identificada em fracg¢des da coluna na forma de
uma banda de ~10 kDa utilizando SDS-PAGE em géis de Tris-

Tricina 10-20% (100 x 100 x 1 mm; Novex).

O lisato foil aplicado numa coluna de 200 mL Macroprep HighQ
(BIO-RAD) utilizando TrisHC1l 0,025 M pH 8,0 como tampao de
separacgdo a uma texa de fluxo de 8 mL/minuto. A fracgdo ndo
ligada foi retida e o pH foi ajustado para 6,8. A amostra
foi aplicada num cartucho de 5 mL EconoPac S (BIO-RAD)
utilizando tampac de fosfato de sddic 0,025 M pH 6,8 como
tampdo de separacado a uma taxa de fluxo de 2 mL/minuto. A
coluna eluiu com um gradiente de NaCl 0 -> 1 M em tampao de
fosfato de sdédio 0,025 M pH 6,8, aplicado durante 30

minutos a 2 mL/minuto.

As fracgbes contendo cpnl0O foram reunidas e adicionou-se um
volume igual de (NHy),30. 3 M em tampao de fosfato de sdédio
0,05 M pE 6,8. A amostra foi aplicada num cartucho de 5 mL
Econo-pac Methyl HIC, utilizando (NH;);SO, 1,5 M em tampao
de fosfato de sédio 0,05 M pH 6,8 como tampac de separacao,
a uma taxa de fluxo de 2 mL/minuto. A coluna eluiu com um
gradiente de (NH,;),S0, 1,5 -> 0 M em tampao de fosfato de
sédic 0,05 M pH 6,8, aplicado durante 15 minutos a 2

mL/minuto.

As fraccgbes contendo cpnl0 foram reunidas, dializadas
contra solucao salina durante a noite, distribuidas em

aliquotas apropriadas e armazenadas a -30°C.
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Tratamento com cpnl0

Cpnl0 humana recombinante foi diluida em PBS antes da
injecgao. Ratinhos foram 1injectados subcutaneamente com
cpnl0 diariamente (10 pug/dose ou 100 pg/dose) antes ou apds
BMT, como descrito. Os ratinhos dos grupos de controlo

receberam injeccao so de diluente.

Avaliagdo de GVHD

0 grau de GVHD sistémica foi avaliado por sobrevivéncia e
por um sistema de pontuacao que soma alteragdes em cinco
pardmetros clinicos: perda de peso, postura (arqueada),
actividade, textura do pélo e integridade da pele (indice
maximo = 10) (Cooke et al., 1996, Blood, 88, 3230-3239;
Hill et al., 1999, J. Clin. Invest., 104, 459-467). Os
ratinhos individuais foram marcados na orelha e
classificados semanalmente desde 0 até 2 ©para cada
critério. Os animais com GVHD clinica grave (pontuagdes >6)
foram sacrificados de acordo com directrizes éticas, e o

dia da morte foi considerado o dia seguinte.

Analise estatistica

As curvas de sobrevivéncia foram representadas graficamente
utilizando estimativas de Kaplan-Meier e foram comparadas
por andlise de classificagdes logaritmicas. O Teste U de
Mann Whitney foi utilizado para a andlise estatistica de
pontuacdes clinicas. P <0,05 foi considerado

estatisticamente diferente.
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Exemplo 1 - Experiéncias com macréfagos de ratinho in vitro

Realizaram-se experiéncias in vitro para determinar o

efeito da cpnl0 numa populacac de células fisioldgicas.

Ratinhos

Ratinhos fémeas C57BL/6 (B6, H-2°, Ly-5.2°), B6 Ptprc® Ly-5°
(H-2°, Ly-5.17) e B6D2F1 (H-2"¢%, Ly-5.2") foram adquiridos
ao Australian Research Centre (Perth, Australia Ocidental,

= (B6, H-2°, Ly-5.27)

Australia). Ratinhos C57BL/6 IL-10"
foram fornecidos pela Australian National University
(Camberra, Austrdlia). A idade dos ratinhos usados como
receptores de transplantes variou entre 8 e 14 semanas. Os
ratinhos foram alojados em gaiolas micro-isoladoras
esterilizadas e receberam &gua acidificada sujeita a

autoclavagem (pH 2,5) e racao normal durante as primeiras

duas semanas pds-transplantacao.

Transplantagdo de medula éssea

Os ratinhos foram transplantados de acordo com um protocolo
padrao (Hill et al., 1997 supra). Em resumo, no dia 1,
ratinhos B6D2F1 receberam 1300 cGy de irradiagdo total do
corpc (fonte de "'Cs a 108 cGy/minuto) dividida em duas
doses separadas por 3 horas, para minimizar a toxicidade
gastrointestinal. Células de medula 6ssea de dadores (5 x
10° por animal) e T esplénicas (3 x 10° por animal) foram
novamente suspensas em 0,25 mL de meio L-15 de Leibovitz
(Gibco BRL, Gaithersburg MD) e foram injectadas
intravenosamente nos receptores. A sobrevivéncia foi
monitorizada diariamente e as pontuacgdes clinicas de GVHD

foram medidas semanalmente, CpnlQ0 ou diluente de controlo
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foi injectado subcutaneamente a doses de 100 pg por animal,

O grau de GVHD sistémica fol avaliado como descrito acima.

Culturas de células

0 meio de cultura wutilizado foi 10% FCS/IMDM (JRH
Biosciences, Lenexa, KS) suplementado com 50 unidades/mL de
penicilina, 50 pg/mL de estreptomicina, L-glutamina 2 mM,
piruvato de sdédio 1 mM, aminoacidos nédo essenciais 0,1 mM,
f-mercaptoetanol 0,02 mM e HEPES 10 mM. As experiéncias
foram realizadas a pH 7,75 e 37°C numa incubadora

humidificada suplementada com 5% de CO;.

Para experiénecias de estimulagdo com LPS in vitro,
macréfagos peritoneais ou esplendcitos foram estimulados
com concentragdes definidas de LPS, TNFa e IL-10
determinadas em sobrenadantes de cultura as 5 horas e 48
horas, respectivamente. Para experiéncias com aloantigenes
in vitro, células T C57BL/6 purificadas foram cultivadas em
placas de 96 cavidades (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ) com 10° macréfagos peritoneais B6D2F1 irradiados (2000
cGy) (MLC primarios) e os sobrenadantes foram recolhidos as
72 horas. Em seguida, as culturas foram pulsadas com *H-
timidina (1 uCi por <cavidade) e a proliferacdo foil
determinada 16 horas depois num leitor 1205 Betaplate
(Wallac, Turku, Finléndia). Para estimulacdo com mitogenes
in vitro, células T C57BL/6 purificadas foram cultivadas em
placas de 96 cavidades de fundo plano, pré-revestidas com
CD3 e CD28 monoclonais a concentragdes finais de 10 ng/mL.
Os sobrenadantes foram recolhidos as 48 horas e as culturas
foram pulsadas com °H-timidina (1 uCi por cavidade). A

proliferacao foi determinada 16 horas depois.
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ELISAS de citoquinas

Os anticorpos utilizados nos ensaios de IFNy, IL-10, IL-4 e
TNFa foram adguiridos a PharMingen (San Diego, CA) e o0s
ensaios foram realizados de acordo com © protocolo do
fabricante. Em resumo, amostras foram diluidas 1:3 até 1:24
e ciltoguinas foram capturadas pelo anticorpo monoclonal
primario especifico (mAb) e detectadas por mAbs secundarios
etiquetados com biotina. 0s ensaios etiquetados com biotina
foram desenvolvidos com estreptavidina e substrato
(Kirkegaard and Perry laboratories, Gaithersburg, MD). As
placas foram 1lidas a 450 nm wutilizando o leitor de
microplacas Spectraflour Plus (Tecan, Durham, NC) .
Citoguinas recombinantes (PharMingen) foram utilizadas como
padrfes para ensaios ELISA. As amostras e padrdes foram
processados em duplicado, e a sensibilidade dos ensaios foi

0,063 U/mL para IFNy e 15 pg/mL para IL-10, IL-4 e TNF«.

Resultados

A administracao in vivo de cpnl0 reduziu a capacidade de
macréfagos peritoneais para produzir TINFa (FIG. 2A).
Ratinhos B6& (n=3) foram tratados durante 5 dias com cpnl0
(100 ng, uma vez por dia) (cpnlO+) ou diluente de controlo
(cpnl0-). Os macrdfagos peritoneais foram recolhidos por
lavagem peritoneal no dia 6 e foram reunidos de animais
individuais no grupo de tratamento. As células foram
plaqueadas a 2 x 10°/cavidade na auséncia (ndo mostrado) ou
presenga de LPS (1 ug/mL). Os sobrenadantes de cultura
foram recolhidos as 5 horas, e os niveis de TNFa (pg/mL)
foram avaliados por ELISA. Os resultados estao normalizados
para a producdo por 10° macréfagos com base em coloracdo de

CDllb. A FIG. 2A apresenta dados de duas experiéncias
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idénticas. A secregao induzida por LPS de TNFa a partir

destas células foil reduzida em 40%.

0 tratamento in vivo com cpnl0 aumentou a producao de IL-10
a partir de esplendcitos (FIG. 2B). Ratinhos B6 foram
tratados com cpnl0 ou diluente de controlo como descrito
acima. Os esplendécitos foram recolhidos no dia 6 e foram
reunidos de animais individuais num grupo de tratamento
antes de cultura a 5 x 10°/cavidade na auséncia (ndo
mostrado) ou presenga de LPS (10 upg/mL). Os sobrenadantes
de cultura foram recolhidos as 48 horas, e os niveis de IL-
10 (pg/mL) foram determinados por ELISA. Os dados de duas
experiéncias idénticas estdao apresentadocs na FIG. 2B.
Observou-se produgao de IL-10 significativamente aumentada

em comparagao com animais de controlo.

0 tratamento in vivo com cpnl0O reduziu a producao de TNFo
de macrdfagos peritoneais IL10-/- (FIG. 2C). Ratinhos B6
IL107" foram tratados com cpnl0 ou diluente de controlo,
macréfagos peritoneais foram recolhidos por lavagem
peritoneal no dia 6 e foram reunidos de animais individuais
no grupo de tratamento. Apds 5 horas de cultura na auséncia
(LPS 0) ou presencga de LPS (0,1, 1 e 10 pg/mL) determinou-
se a quantidade de TNFa nos sobrenadantes de cultura. A
redugao mediada por cpnl0O da produ¢ao de TNFa induzida por
LPS (Fig. 2A) ndo requer IL-10, pols foram observadas
redu¢des semelhantes na secrecao de TNFa quando macréfagos
peritoneais de ratinhos IL-10" tratados com cpnl0 foram
estimulados com LPS in vitro. Assim, a secrecao reduzida de
INFu e produg¢ao aumentada de IL-10 parecemn ser

consequéncias independentes do tratamento com cpnlO.
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0 tratamento com cpnl0 nao aparentou afectar a secregac de
IFNy ou IL-4 por células T. Relatos anteriores sugeriram
que a cpnl0 pode inibir a proliferacao de células T em
resposta a mitogenes (Morton H. 1998 Immunol. Cell Biol.,
76, 483-496). As respostas imunologicas de Thl sao
habitualmente caracterizadas por citoguinas pro-
inflamatérias, como TNFax e IFNy. As respostas de Th2
envolvem secregao de IL-4 e 1IL-10, e as respostas de
células T reguladoras (Treg) sdo caracterizadas por
produgao de IL-10 e TGFP. Uma vez que respostas de Th2Z e
Treg suprimem a proliferacdoc e respostas de Thl suprimem a
producao de citoquinas, investigou-se a capacidade da cpnl0

para influenciar a diferenciacgao de células T.

A administracao in vivo de cpnl0 nao afectou a resposta
proliferativa de linfécitos T a aloantigenes (FIG. 2D).
Ratinhos B6é (n=3) foram tratados com injecgdes didrias de
cpnlO0 ou diluente de controlo. As populacdes de células T
derivadas de esplendcitos foram estimuladas in vitro com
esplendcitos alogénicos durante 7 dias numa cultura mista
de linfoécitos (MLC). Células T purificadas (0,5 x 107, 1 x
10° e 2 x 107/cavidade) foram estimuladas com macréfagos
peritoneais B6D2F1 alogeneicos irradiados (0,5 X
10°/cavidade), e mediu-se a proliferacdo &s 72 horas via
ensaio padrao de incorporacao de ’[H] Timidina. Os valores
representados graficamente na FIG. 2D representam média =+
EP de cavidades em triplicado. A proliferacac de células T
nestas MLCs nao diferiu significativamente entre animais
tratados com cpnlQO e de controlo, indicando que a cpnl0O nao

¢ um regulador do crescimento de células T.

As FIGS. 2E-G mostram o0s efeitos da administracao in vivo

de c¢pnlQ0 na diferenciagac de células T. Animais B6 foram
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tratados in vivo com c¢pnl0 como descrito acima. Células T
(2 x 10°/cavidade) de animais tratados com cenl0 e tratados
com veiculo foram estimuladas em cultura durante 7 dias com
esplendcitos B6D2F1 alogeneicos irradiados (3 X
10°/cavidade) (cultura de linfécitos mistos primdrios). No
dia 7, as células T foram recolhidas e estimuladas
novamente com anticorpos ligados a placas para CD3 e CD28,
que estimulam células T. os sobrenadantes de cultura foram
recolhidos as 24 horas e as concentracgdes de IFNy, IL4 e
IL-10 foram determinadas por ELISA. Os valores de
concentracgdes nas FIGS 4E-G representam a média = EP de

cavidades em triplicado.

Nem a secre¢ao de IL-4 (FIG. 2E) nem a secrecao de IFNy
(FIG. 2F) por células T diferiram significativamente entre
animais tratados com cpnl0 e de controlo, sugerindo que a

cpnl0 ndo influencia o equilibrio Thl/Th2.

Em contraste, a secrecaoc de IL-10 por <células T foi
significativamente  aumentada (FIG. 2G) . Também  foi
observado um aumento semelhante na secrecac de IL-10 quando
0 tratamento com cpnlQ foi efectuadc in vitro durante a
cultura de células (MLC), em vez de in vivo, e de novo a
prolifera¢cdo de IFNy e IL-4 ndo foi afectada (dados nao
mostrados). Estes dados indicam que a cpnl0 consegue
aumentar a produgac de IL-10 em resposta a estimulacdo com
LPS e aloantigenes, & sugere que a produgac de IL-10
aumentada por cpnl0 pode dever-se em parte a IL-10 derivada

de células T.
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Exemplo 2 - Efeito de tratamento pré- e pés-transplante com

cpnl0 no modelo de GVHD in vivo

Conduziram-se experiéncias in vivo para 1investigar se a
administracao de cpnl0 no periodo peri-transplante poderia

prevenir a GVHD.

Administragdo de cpnl0 pés-tratamento

Células de medula oéssea (5 x 10°/animal) e células T
purificadas (descritas acima) de ratinhos B6 dadores foram
transplantadas para ratinhos receptores B6D2F1 irradiados
de modo letal (1100 cGy) (grupos alogeneicos). Os
receptores B6D2F1 do grupo de controlo singeneico receberam
doses iguais de células da medula ¢éssea e T B6D2F1. No
periocdo pds-transplante (dia 0 até 21), os animais foram
injectados subcutaneamente com veiculo (singeneico, n=8, e
grupo de controlo alogeneico, n=10) ou cpnl0 (10 e 100
ng/animal/dia: cpnl0 10 ug/dia alogeneico, n=10, e cpnl0
100 ug/dia alogeneico, n=10). As pontuagbes clinicas de
GVHD (como descrito acima) foram determinadas como medida
da gravidade da GVHD em animais sobreviventes. Foil
observada GVHD clinicamente mais ligeira nos dias 14 e 21
em animais alogeneicos injectados com 100 ug/dia de cpnl0
em comparagao com o contrclo alogeneico tratado com veiculo
(**Pp <0,01). Nao houve uma diferenca significativa na
percentagem de sobrevivéncia entre grupos injectados com
veiculo e alogeneicos injectados com cpnlO. A FIG. 3 mostra
curvas de sobrevivéncia de ratinhos por andlise de Kaplan-

Meier.

A administracao de cpnl0 apds transplantagao de medula

Ossea (BMT) ndo conseguiu prevenir a mortalidade por GVHD e
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sé reduziu Dbrevemente a morbidez, determinado por
pontuacdes clinicas de GVHD (FIG: 3B). Fol observada GVHD
clinicamente mais ligeira no dia 14 e dia 21 em animais
alogeneicos injectados com 100 ug/dia de c¢cpnl0 em
comparagac com o controlo alogeneico tratado com wveiculo

(**p <0,01).

Administragdo pré-tratamento de cpnl0

Ratinhos B6DZ2F1 receptores e B6 dadores foram tratados
durante 5 dias pré-transplante com cpnl0 (100 wug/dia/
subcutaneamente) ou diluente de controlo. Células de medula
bssea (5 x 10°/animal) e T (3 x 10°animel), recolhidas no
dia 6 de ratinhos dadores B6, foram transplantadas para
receptores B6D2F1 irradiados letalmente. Formaram-se Cinco

grupcs de receptores:

Grupo 1: Controlo singeneico (n=8) representou B6D2FL
transplantados com células de medula o¢ssea e T B6D2F1L

singeneicas.

Grupo 2: Controlo alogeneico (n=10) consistiu em receptores
B6D2F1 pré-tratados com diluente, transplantados com

células de dadores B6 pré-tratados com diluente.

Grupo 3: Receptor alogeneico pré-tratado (n=10), ratinhos
B6D2F1 receptores foram tratados pré-transplante com cpnlQ
e foram transplantados com células dadoras B6 pré-tratadas

com veiculo.

Grupo 4: Ratinhos B6D2F1 receptores pré-tratados sé com
diluente que receberam transplante de dadores B6 pré-

tratados com cpnlQO (dador alogeneico pré-tratado, n=10).
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Grupc 5: Ratinhos receptores B6D2F1 e dadores B6 foram pré-
tratados com c¢pnl0 antes da transplantagao (receptor e

dador alogeneico pré-tratado, n=10).

Determinaram-se pontuag¢des clinicas de GVHD como descrito
acima como medida da gravidade da GVHD em animais

sobreviventes.

Pontuacdes clinicas significativamente menores foram
observadas no dia 7 no Grupo 5 (receptores e dadores pré-
tratados com cpnl0 antes da transplantacac) em comparacgao
com o grupo de controlo alogeneico (FIG. 4B; ***P <0,001).
A FIG: 4 mostra curvas de sobrevivéncia de ratinhos por

andlise de Kaplan-Meier.

A administracao de c¢pnl0 a dadores e receptores de
transplantes durante 5 dias antes do transplante retardou
significativamente a mortalidade por GVHD (*P <0,01 versus
controlo alogeneico). Adicionalmente, a gravidade da GVHD,
determinada pela pontuacao clinica, também foi reduzida
logo apds BMT. A capacidade da c¢pnl0 para retardar a
mortalidade por GVHD quando administrada antes de BMI ¢é
consistente com o efeito anti-inflamatério descrito aqui,
isto ¢, uma limitacdo da produgao de TNFa (Hill et al.,
1998 J. Clin. Invest., 102, 115-123; Hill et ail., 1997,
supra). O facto de a administracao de cpnl0 apds BMT nao
ter conseguido prevenir o desenvolvimento de GVHD ¢é
consistente com a auséncia de um efeito na activagao e
diferenciacdao de células T nas doses e calendarizacao

utilizadas neste Exemplo, como fol caracterizado na FIG 3.
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0 condicionamentoc do transplante (irradiacao letal) nestes
modelos monta um processo de lesao progressiva no tracto
GI, fuga de LPS e geracao de citoquinas inflamatdérias, que
por sua vez induz les8es adicionais no tracto GI, e assim o
processo continua na forma de um circuito de realimentacao
positiva. O processo pode ser interrompido por agentes
farmacoldégicos que protegem o tracto gastrointestinal de
lesac por radiagao (como IL-11 e Factor de Crescimento de
Queratindécitos; Krijanovski et al., 1999, Blood, 94, 825-
831), antagonistas directos de LPS (Cocke et al., 2001, J.
Clin. Invest., 107, 1581-1589) ou inibidores do proéprio
INFo (Hill et al., 1997 supra). No entanto, estes agentes
tendem a retardar e nao a prevenir GVHD a menos que o TNFu
seja completamente neutralizado, ou que haja efeitos
adicionais na activacao e diferenciacao de células T.
Assim, o retardamento da mortalidade ©por GVHD pela
administracdo de cpnl0 é consistente com uma limitacao da
sinalizacao de LPS e subsequente produgac de TNFox logo apds
BMT, mas também falha em exercer 1mpacto na funcao

subsequente de células T alo-reactivas.

Em consequéncia, a cpnlQ tem potencial para se tornar num
farmaco terapéutico importante no tratamento de GVHD. A
eficdacia aumentada do tratamento de GVHD observada quando
dador e receptor recebem cpnl0 antes do procedimento de
transplantacdo ¢ consistente com o facto de o TNFa ser
origindrio de ambas as fontes de tecido ou 6érgao no periodo
pés-transplante (Cooke et al., 2000, J. Immunol., 165,
6612-6619; BSpeiser et al., 1997, J. Immunol., 158, 5185-
5190).
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Além disso, a cpnlQO pode ser util no tratamento de GVHD em
combinacao com agentes imunossupressores tradicionais, que

limitam a resposta imunoldgica adaptavel secundaria.

Ao longo da especificacao, o© objectivo foil descrever as
formas de realizagao preferidas sem limitar a especificacgao
a qualquer forma de realizagdo ou conjuntc especifico de
caracteristicas. Em consequéncia, 0s profissionais
apreciardo que, a luz da presente divulgacdo, varias
modificagdes e alteracgdes podem ser feitas nas formas de
realizacdo particulares exemplificadas sem sair do ambito

da especificagao.

Lisbeca, 2 de Dezembro de 2010



REIVINDICACOES

1. Composicao farmacéutica compreendendo: uma quantidade
farmaceuticamente eficaz de chaperonina 10 com a
sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 1 e
um transportador, excipiente ou diluente

farmaceuticamente aceitavel.

2. Composigao farmacéutica da reivindicacao 1
compreendendo adicionalmente pelo menos outro agente

imunossupressor.

3. Composigdo farmacéutica da reivindicag¢ao 2, em que ©
outro agente imunossupressor é seleccionado do grupo
que consiste em ciclosporina, tacrolimus, sirolimus,

micofenolato de mofetil e metotrexato.

4, Polipéptido isolado com a sequéncia de aminodcidos

apresentada na SEQ ID NO: 1.

Lisbeca, 2 de Dezembro de 2010
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