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- RESUMO -

"PROCESSO PARA AUMENTAR A HEMOGLOBINA FETAL MEDIANTE TRA-

TAMENTO COM ACTIVINA E/OU INIBINA"

A presente inveng3o refere~se a um processo
de inibigdo de convers3o de j -globina em /> globina em in-
dividuos com perturbagdes provocadas por J3¥-globina. O pro-
cesso é particularmente adaptado para melhorar os sintomas
clinicos das células infectadas ou J3-~talassemias pela in-
trodug3o periddica no individuo doente de quantidades efi-
cazes de activina, inibina ou cadeia de inibina e misturas

respectivas.
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Descrig3@o do objecto do invento
que

SUSAN P. PERRINE, norte-america-
na, industrial, residente em
2682 Longview Drive, Richmond,
Califdrnia 94806, Estados Unidos
da América e NORBERT ALBERS,
alem3o, industrial, residente em
Edwin-Scharff-Ring 67, 2000 Ham-
burgo 60, Republica Federal da
Alemanha, pretendenobter em Por-
tugal, para: "PROCESSO PARA AU
MENTAR A HEMOGLOBINA FETAL MEDI-
ANTE TRATAMENTO COM ACTIVINA E/OU
INIBINA"

A presente inveng3o refere-se a um método
para a inibig8o ou invers3o da convers3o in vivo ou in vi-
tro de g em j3-globina aumentando desse modo a producgdo
de hemoglobina fetal. Em particular, a presente inveng3o re
fere-se a um método para o controlo da convers3o em hemoglo
bina fetal por introdug@o de activirina, inibina ou mistu-

ras correspondentes num mamifero ou em culturas eritroides.

A hemoglobina de adultos normais compreen-
de uma molécula com quatro cadeias de polipeptidos, duas
das quais n3o designadas subunidades o¢ e duas das quais s3o
designadas subunidades J3 . As doengas conhecidas como sin-
dromas de células doentes s%o associadas a perturbac8es na
cadeia A7 da hemoglobina. Porém, em animais, e particularmen-
te em seres humanos, durante o desenvolvimento fetal, o fe-

to produz uma hemoglobina fetal que compreende em vez de
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proteinas de globina—jg, duas proteinas de globina-{ . Ao
mesmo tempo durante o desenvolvimento fetal ou infancia,
dependendo das espécies particulares e individuais, hd o
chamado "controlo de globina" em que os precursores de eri-
trécitos no feto controlam a conversio predominantemente ¥ -
globina em predominantemente '& -globina. Tem-se observa-
do, porém, que os aumentos dos niveis de hemoglobina fetal
(derivados de‘v'—globina) melhoram a gravidade das pertur-
bagBes., Tem-se observado também que os heterozigotos dos
individuos para persisténcia hereditaria de sindromas de
hemoglobina fetal (HPFH) e hemoglobina de doentes (H bs)
s¥o clinicamente sintomaticos de anemia das células em foi-
ce. Também, as criangas com anemia nas células n3io desenvol-
vem normalmente os sintomas das doengas até quando os niveis
de hemoglobina fetal diminuém. Estas observagdes sugerem
que um método para aumentar os niveis de hemoglobina fetal
seria benéfico para doentes com sindromas de células em

foice.

E, por conseguinte, um objecto da presente
inveng3o proporcionar um método para inibir ou converter a
J -globina em (3-globina num feto ou crianga para manter o
aumento dos niveis de hemoglobina fetal nos individuos com

sindromas de células em foice e [/f3-talenemias.

A inibina é umghormona que, entre outros
efeitos, suprime a secrecZio de FSH (hormona de estimulacgdo
de foliculo) a partir da gladndula pituitdria. A inibina é
uma proteina que consiste em subunidades OXe JSA ligadas
por liga¢®es dissulfito. A activina, uma outra hormona, al-
gumas vezes referida como fector de diferenciag3o de eri-
troide (EDF) ou proteina de libertag3@o da hormona de esti-
mulagsio de foliculo (FRP) é um homodimero que consiste tan-
to em duas subunidades‘ﬁA de inibina (Actinina A), duas
subunidades 33 B de inibina (Activina B) como numa subuni-

dade cada de B A e~JBB (Activina AB). Estas substancias
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estdo presentes, em formas anélogas, em mamiferos e tém sido
referidas, por exemplo, no fluido folicular humano, porcino
e bovino. A inibina dos suinos tem sido purificada e sequen
ciada a partir do fluido folicular porcino como se descre-
veu na patente Americana 4 740 587. O DNA que codifica as
cadeias prepro inibina Xe (2da inibina suina ou humana tem
sido iéolado, ligado em ectores de expressio e expresso em
cultura de mamiferos. Veja-se o pedido de patente Europeia
No. 222 491 publicado em 20 de Maio de 1987. Tem sido in-
dicada a activina A para induzir a acumulag3o de hemoglobina
numa linha de células eritroleucémicas humanas e para indu-
zir a proliferagiio de células progenitoras eritroides na cul
tura de medula Jssea humana. Veja-se Yu, et al., Nature,
330, 765 (24 de Dezembro de 1987). As estruturas e isola-
mento de activina teém sido referidas por varios grupos na
literatura. Veja-se Vale et al., Nature, 321: 776 (1986);
Ling, et al., Nature, 321:779 (1986); 1Ito, et al., Bio-
chem., Biophys. Res. Comm., 142, 1095, (1987); Tsuji et ail.,
Biotech. Bioeng., 31, 675 (1988); Shibata et al., Biochem.
Biophys. Res. Comm., 146, 187 (1987).

Verificou-se inesperadamente, nesta inven-
¢3o, que tanto a activina como a inibina podem inibir ou
mesmo inverter a convers#o de'x -globina em J)3-globina num

feto ou num mamifero crianga.

E ainda objecto da presente inveng3o pro-
porcionar um agente para manter um nivel elevado de sin-
tese de cadeia (por consequéncia manter os niveis de hemo-
globina fetal elevados) sem toxicidade significativa e e-

feitos secundarios de longa durapio.

: . Id
A presente inveng@o proporciona um metodo

para melhorar perturbagdes de /3-globina em mamiferos caractg

to seleccionado do grupo que consiste em activina, inibina,

cadeia de inibina e misturas correspondentes numa quantida-
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eficaz suficiente para inibir ou inverter a conversdo de -
-globina em %3-globina. O método de acordo com a presente
invengdo é particularmente eficaz para melhorar em seres
humanos os efeitos clinicos da doenga de célula em foice.

A inveng3o proporciona adicionalmente um método de diagnéds-
tico para detectar a doenga da célula em foice caracteriza-
do por compreender a cultura de uma amostra bioldgica a par-
tir de um mamifero com uma quantidade eficaz de activina,
inibina, cadeia de inibina ou misturas correspondentes e a
medigdio da diminuigdo da sintese de jb—globina na cultura

quando comparada com um controle.

A presente inveng3do proporciona um mé todo
para melhorar os efeitos clinicos das perturbagdes de [3-glo
bina, particularmente a perturbagfo da anemia da célula em
foice e ‘Ja—talassemias. A presente inveng3o € vantajosa na
medida em que os compostos utilizados podem ser factores
fisioldgicos, isto &, proteinas naturais encontradas na cor-
rente sanguinea de mamiferos e s%o, por consequéncia, quando
introduzidas num individuo menos propicias a induzirem efei-
tos secunddrios de longa durag3io indesejaveis ou tdxicos do

que um factor n3o fisioldgico.

De acordo com a presente invengdo, a acti-
vina, inibina de mamiferos em qualquer das suas formas a-
nalogas, ou respectivas misturas s&o6 introduzidas no indi-
viduo(adulto, feto ou crianga) de que se suspeita possuir
uma perturbacgio de J3-globina tal como doenga da célula em

foice ou pSB-talassemias.

Como se utiliza nesta invengdo,o termo
. + . . . . e e
"amostra bioldgica" significa quaisquer celulas ou fluido
corporal de um mamifero que podem ser diagnosticados inclu-

indo progenitores eritroides sanguineos.

Pretende-se também que as variantes e ca-
deias simples de activina ou inibina sejam utilizadas iso-

ladamente ou em misturas umas com as outras ou com activina
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e/ou inibina. Através dos termos "activina" e "inibina" pre-
tende-se significar os dimeros de cadeias & e [dde inibina,
formas prepro e os seus pro-dominios em conjunto com glico-
silag3o e/ou variantes correspondentes, de sequéncias de
aminoacidos. O precursor pode ser utilizado com ou sem a pro
teina madura e apds clivagem da proteina madura pode ser as-
sociado de modo n#o covalente com a proteina madura. Pelo
termo "cadeia de inibina" entende-se, mas n3o se pretende
limitar, as cadeias ¢ e J3de inibina bem como as suas formas
prepro e os seus pro-dominios em conjunto com glicosilagdo
e/ou variantes de sequéncias de aminodacidos de cada cadeia

correspondente.

As variantes de sequéncias de aminodciso
sfio geralmente homdlogas com a porg8o relevante das sequen-
cias de cadeia c(ou,$3dos suinos ou humanos indicadas no pe-
dido de patente Europeia supracitado No. 222 491 incorporado

por referéncia na sua globalidade,

Substancialmente homdlogo significa que
mais do que cerca de 60% da sequéncia de aminodcidos prima-
rios do polipeptido homélogo corresponde as sequéncia da
cadeia humana ou de suino quando alinhados com vista a maxi-
mizar o numero de ligag3es dos residuos de aminodcidos entre
as duas proteinas. O alinhamento para maximizar as ligagdes
dos residuos inclui o deslocamento da extremidade amino e/ou
carboxilo, introduzindo as lacunas necessarias e/ou elimi-
nando os residuos presentes como inser¢3es no candidato. Ti-
picamente, as variantes das sequeéncias de aminodcidos 3o
maiores do que 70 % das homélogas com as correspondentes se-

» . I3
quencias de origem,

As varijiantes que n3o sdo activas sob o pon-
to de vista hormonal caem no ambito desta inveng3o e incluem
polipeptidos que podem ou n3o ser substancialmente homdlo-
gos tanto com a cadeia de inibina madura como com a sequén-

cia de pro-dominio mas que sZo (l) imunologicamente reactivo




- 89/07

Mod. 71-10000 ex.

10

15

20

25

30

35

61.561 ,*;Z;N-”‘:/.fq%7
Files FA. L49154-PT-RJS s ST

em cruz com anticorpos criados contra a contraparte original
ou (2) capazes de competir com esses polipeptidos de con-
traparte original para ligag3o do receptor a superficie das
células, Sob o ponto de vista hormonal as variantes inacti-
vas s8o produzidas pela preparac3o recombinante ou sintéti-
ca organica de fragmentos, em particular as cadeias isola-
dasjs de inibina ou pela introdug3io de variantes na sequén-
cia de aminodcidos de forma que as moléculas nio apresentam

mais actividade hormonal como se definiu atras.

Reactividade cruzada de receptor ou imuno-
légica, significa que o polipeptido candidato & capaz, sob o
ponto de vista competitivo, de inibir a ligag#o do analogo
activo sob o ponto de vista hormonal ao seu receptor e/ou
anti-sores policlonais criados em fungZo do andlogo activo
sob o ponto de vista hormonal, Esses anti-soreos s3o prepa-
rados de modo convenencional por injecgdo de cabras ou coe-
lhos S.C. com o andlogo activo sob o ponto de vista hormo-
nal ou derivado adjacente de Freunds completo seguida de in-
jecgBes intraperitonais de reforgo ou S.C. em adjuvante de

Freunds incompleto.

As variantes de inibina incluem as sequén-
cias prepro e/ou pro dos precursores da cadeia de inibina
2 ou JSou os seus fragmentos activos sob o ponto de vista
imunolégico ou bioldgico substancialmente livres das corres-
pondentes cadeias de inibina madura., As sequéncias para ini-
bina humana e suina s#o conhecidas, por exemplo, como se
publicou no pedido de patente Europeu No., 222 491, A sequég
cia prepro para o precursor de subunidade dos suinos é o
polipeptido constituido pelos resf{duos 1 a 230 enquanto a se-
quencia pro da subunidade VB_A é constitufida pelos residuos
1 a 308. Estas sequéncias emglobam as sequéncias prodomi-
nio,

As sequéncias JaA, J?B ou & prepro ou pro-

dominio isoladas, intactas s%o sintetizadas melhor em cultu-
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ras de células recombinantes e os dominios de subcomponentes
individuais s3o sintetizados pelos métodos de rotina de qui-
mica organica ou por cultura de células recombinantes, por
exemplo como se descreveu no pedido de patente Europeia

222 491,

Enquanto o local para introduzir uma varia-
¢3o de sequéncia é predeterminada é desnecessario que a mu-
tagdo per se seja predeterminada . Por exemplo, com vista
a optimizar o tipo de mutag3o num dado local, pode-se con-
duzir uma mutagénese ao acaso no cod3o ou regifo alvo e pro-
teger os mutantes de inibina expressos para uma combinag#o
optima da actividade desejada. As técnicas para a realiza-
¢do de mutagBes de substituigdo nos locais predeterminados
em DNA que possui uma sequéncia conhecida s%o bem conhecidas

por exemplo a mutagénese primeira de M13.

A mutagénese é conduzida preparando inser-
¢B3es de aminoacidos, normalmente dentro da gama 1 a 10 resi-
duos de aminodcidos ou eliminag3es de 1 a 30 residuos. As
substituigdes, eliminag¢des, insergdes ou gqualquer subcombina
¢d3o podem ser combinadas para se chegar a uma construgdo fi-

nal. De preferéncia, porém realiza-se apenas a mutagénese
de substituigs@io. Obviamente, as mutag8es no DNA de codifica-
¢3o podem nio colocar a sequéncia fora do quadro de leitura
e de preferéncia n#o criam regiBes complementares que possam

produzir estrutura de mRNA secundaria.

As modificagBes covalentes de inibina, ac-
tivina ou prodominios s3o incluidas no ambito da invenc3o e
incluem conjugados covalentes ou de agregagdo com outras
porgdes quimicas. Os derivados covalentes s#o preparados por
ligac3o de fungdes a grupos sue se encontram nas cadeias la-
terais de aminoacidos de inibina ou no terminal N- ou C-,
através de processos conhecidos do estado da técnica. Por e-
xemplo, estes derivados incluem: ésteres ou amidas alifd-

ticas dos terminais ou residuos carboxilicos contendo cadei-
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as laterais carboxfilicas, por exemplo, residuos de aspartil
derivados de O-acilo de residuos contendo grupos hidroxilo
tais como seril ou alanil; e derivados N-acilo dos resi-
duos contendo grupos amino ou aminodcidos de terminal amino,
por exemplo lisina ou arginina. O grupo acilo € selecciona-
do do grupo de porgdes com alquilo (incluindo alquilos nor-

mais C, a C formando, por consequéncias, espécies alca-

3 10)
noilo e compostos carboxilicos ou heterociclicos, consti-
tuindo espécies aroilo, Os grupos reactivos, de preferéncia
s8io compostos di-funcionais conhecidos per-se para utili-
zag3o em proteinas de ligag3io cruzada até matrizes insolu-

s ’ .. . ’
veis atraves de grupos laterais reactivos, por exemplo és-
ter de m-Maleimidobenzoil —~N-hidroxi succinimida., Os locais

de derivag3o preferidos s3o os residuos de histidina.

O método utilizado para introduzir o compos
to sera qualquer método conveniente utilizado normalmente
para introduzir farmacos na corrente sanguinea, tais como
injecg83o, bolus, infusfo e andlogos. A administrag3o paren-

teral pode tambem ser utilizada,

O tamanho exacto de uma dose eficaz de um
composto de acordo com o método da presente invengdo depen-
de de um ntumero de factores, incluindo o receptor particu-
lar e a gravidade do estado;
deste modo, a via de administrag¢fo ficara fundamentalmente

a descrig3o do médico.

Enquanto é poss{vel utilizar os compostos

in vivo per se, é preferivel apresenta-los sob a forma de

uma preparac3io ou formulagfio farmaceéutica. A formulagZo da
presente inveng3o compreende um composto como previamente
se descreveu em conjunto com um ou mais veiculos aceitaveis
correspondentes e, opcionalmente outros ingredientes tera-
péuticos. Os veiculos podem ser aceitaveis tendo em vista
a compatibilidade com outros ingredientes da formulac3o e

nzo serem perniciosos para o receptor.
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A activina B é administrada ao doente por
qualquer técnica apropriada, incluindo a administracg3o paren
teral, sublingual, intrapulmonar tdpica e intranasal. A via
especifica de administrag3io depende, por exemplo, do tipo
de terapia necessaria. Exemplos de administragfo parenteral
incluem adminsitrag3o intramuscular, subcutanea, intravenosa

intra-arterial e intraperitonal.

As composigBes a serem utilizadas em tera-
pia s#o formuladas e doseadas de modo consistente com boa
pratica médica tendo em conta o estado clinico do doente in
dividual, a origem do estado que necessita de terapia, o lo-
cal de distribuig3io da composig3o, o planeamento de adminis-
trags@o e outros factores conhecidos para os médidos. A "quan
tidade eficaz" utilizada aqui é assim determinada por essas

consideragdes,

Como uma proposig3o geral, a quantidade
farmaceuticamente eficaz total da activina e/ou inibina ad-
ministrada por viabarenteral, por dose, esta compreendida
na gama de SOlug/Kg/dia a 10 mg/kg/dia de peso do corpo do
doente, embora, como se citou atras isto sera submetido a
uma grande descrig#io terapéutica. O facto chave ao seleccio-
nar uma dose apropaida, é o resultado obtido, como se mediu
por inibig#do de convers3o de Y -globina em J3-globina fetal

ou por outros critérios considerados apropriados pelo médico

A composig3o é também administrada de modo
apropriado pelos sistemas de libertag¢io controlada. Exemplos
apropriados de composigdes de libertac3io controlada incluem
matrizes poliméricas semi-permedveis sob a forma de artigos
moldados, por exemplo, filmes ou microcapsulas. Matrizes de
libertagdo controlada incluem polilactidos (Patente Ameri-
cana No. 3 773 919, Patente Europeia 58 481), copolimeros
de acido L-glutdmico e gama-etil-L-glutamato (U. Sidman,
et al., Biopolimeros, 22, 547-556 (1983), poli (2-hidroxi-

etilmetacrilato) (R, Langer, et al.,, J. Biomed. Mater, Res|
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15:: 167-277 (1981) e R. Langer, Chem. Tech. 12::98 - 105
(1982)), acetato de vinil-etileno (R, Langer, et al., Id.)
ou acido poli—D—(—)-3-hidroxi-but{rico (Patente Europeia

133 988). As composigdes de libertag3o controlada incluem
também activina ou inibina sob a forma de lipissoma ou uma
mistura correspondente. Essas composi¢Bes sZo preparadas por
métodos conhecidos per se: DE 3218121; Epstein et al., Proc
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:3688 - 3692 (1985); Hwang,

et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 77;4030-4034;

EP 52 433; EP 36 676; EP 88 046; EP 143 949; EP 142 641;
pedido de patente Japonesa 83-118 008; Patentes Americanas
Nes 4 4B5 045 e L4 544 545 e EP 102 324, Vulgarmente os 1i

possomas sdo do tipo unilamelar pequeno (cerca de 200-800
Angstroms) em que o conteddo lipido &€ maior do que cerca de
30 mol. por cento de bolesterol, sendo a proporg3o seleccio-

nada ajustada para a terapia Jptima.

Para administragfo parenteral, a activina
ou inibina € formulada geralmente misturando-a no grau de
pureza desejado, numa forma injectavel de dosagem unifdria
(solug@o, suspens3io ou emuls3o) com um veiculo aceitavel sob
o ponto de vista farmacéutico, isto é, um que n3#o seja toxi-
co para doentes nas dosagens e concentragdes utilizadas e €
compativel com outros ingredientes da formulag3o, Por exem-
plo, a formulagd&o n#o inclui, de preferéncia, agentes de
oxidag3io e outros compostos que s3o conhecidos como perigo-

sos para polipeptidos.

Geralmente, as formulagdes s3#o preparadas
fazendo contactar a activina ou inibina uniformemente e in-
timamente com veiculos ligquidos ou veiculos sdlidos finamen-
te divididos ou ambos e depois, se necéssario moldando o pProj
duto na formulac3o desejada, De preferéncia, o veiculo é um
veiculo parenteral sendo preferivel uma solug3io que é iso-
tonica com o sangue do receptor. Exemplos desses veiculos

incluem agua, solug3o salina, solug3o de Ringer, dextrose e
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albumina de soro humano a 5%. Veiculos n#%o aquosos tais como
6leos fixos e oletato de etilo sdo também utilizados aqui
bem como liposomas. Geralmente, o veiculo pode conter quanti
dades menores de aditivos tais como substancias que possuem
isotonicidade e estabilidade quimica, por exemplo, tampdes

e conservantes, bem como polipeptidos, proteinas, aminodci-
dos, hidratos de carbono de baixo peso molecular (inferior

a cerca de 10 residuos) incluindo glicose ou dextranos, a-
gentes quelantes tais como EDTA ou outros excipientes. A ac-
tivina ou inibina € tipicamente formulada em tais vefculos
para uma concentrag3o de cerca de 10 ug/ml a 100 ug/ml com

pH fisiolodgico.

A actinina ou inibina para utilizag¢3o em
administrag8o terapéutica pode ser estéril. A esterilidade
€ prontamente acompanhada por filtracfio estéril através de
membranas (por exemplo, 0,2 micron). A activina B é ordina-
riamente armazenada em recipientes multidose ou unitdrios,
por exemplo, ampolas ou frascos selados, com uma solugfo
aquosa altamente estdavel a desnaturagf3o oxidativa e térmica.
S3o também aceitaveis formulagBdes liofilizadas para recons-

tituigao.

Formula¢3es de dosagem unitaria preferidas
s3o as que contém uma dose didria ou uma sob dose diaria u-

nitdria ou uma fracg#fo apropriada correspondente,

Alternativamente, FSH (Hormona de estimu-

lagdo de foliculo) pode ser administrada para estimular

a uma gravida para tratamento de um feto. Quando se trata

o feto com activina, inibina ou FSH, o tratamento deve ser
administrado ao feto comegando num periodo de tempo antes e
durante a ocorrencia da convers3o antes de ? em Js—globina
no feto. Em seres humanos, o tratamento comega tipicamente
antes da 32% semana de gestacgdo. Quando se deseja o trata-

mento por administrag@o de FSH, o tratamento deve ser apro-

- 11 -
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ximadamente de 10-500 microgramas/kg de peso de corpo/ de
2-8 em 2-8 horas durante um periodo de 1 a 10 dias antes e
durante a ocorréncia esperada da convers3o de 1 em P -glo-
bina. Se a activina e/ou inibina é administrada de modo con-
corrente com FSH, a quantidade de FSH administrada sera nor-

malmente inferior as dosagens anteriores.

Como outra aplicag3o dos compostos de acor-
do com o presente método, pode-se adiciond-los in vitro a
culturas de células tiradas dos doentes e a quantidade de

sintese de j@-globina pode ser medida para determinar a efi-

J3-globina, tais como doengas de células em foice. Os com-
postos podem ser assim utilizados in vitro em culturas de

células de doentes para determinar se outra adigdo de um dos
compostos provocaria dinibig8o ou invers3o da convers3o de

globina.

A frequeéncia e dosagens de administracgdo
dos compostos anteriores dependera da :altura em que o com-
posto é introduzido, se o individuo é um feto, uma crianga
ou um adulto, do tamanho e peso do individuo, do estado do
doente e analogos. Geralmente as injecg3es de activina e/ou
inibina comegando para uma dosagem de cerca de 50 mg/kg -

- 10 mg/kg e muitas vezes ug/kg - 100 ug/kg de peso do cor-
po por dia durante a gestag3o, particularmente antes da 322
semana de gestag3o em seres humanos, impedird a conversZo

de X’em‘ﬁ-globina. As dosagens até cerca de 10 mg/kg/dia
podem ser utilizadas a discrig¢do do método. Visto que apa-
rentemente o processo deconvers3o n3o € completo em seres
humanos até aproximadamente quatro meses apés o nascimento,
o tratamento pode ser inicviado apds o nascimento até cerca
de 4 meses de infancia e continuando tanto tempo quanto o
necessario para manter os niveis de hemoglobina, fetal eleva
dos nos doentes, ou entdo o tratamento pode ser iniciado

mais tarde na idade infantil ou adulta,
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O tratamento de criangas ocorre, de prefe-
réncia, antes do 4? més de infincia visto que o processo de
convers@io de 7§ em )3 globina é dificil de inverter. Embora o
tratamento com um dos compostos anteriores antes do 49 més
de infancia iniba o processo de convers3o de { em Ja-globi-
na, o tratamento subsequente a esse periodo pode também a-
tingir os resultados clinicos desejados, isto é, o melhora-
mento dos efeitos da perturbagsio de J3—globina. Por conse-
quéncia, se o processo de convers3o ¢ inibido ou invertido
mesmo para a extens3o de 10 a 20 % (isto é, o individuo pro-
duz 10 a 20% mais ‘6 -globina do que seria esperado se a
convers#éo ocorre, isto pode ser suficiente para -melhorar

os sintomas da doenga.

O método de acordo com a presente invengdo
pode ser utilizado in vivo ou in vitro como um teste de
diagnéstico medindo o decrescimento da sintese de P-globina
na cultura quando comparado 'com o ddcrescimento numa amos-
tra de controlo cultivada durante a doenga da célula em foi-
ce na auséncia da activina, inibina ou cadeia de inibina.
Para as culturas eritroides de teste in vitro tais como
as obtidas de células mononucleares sanguineas em cord#o em
meio Dulbecco Modificado por Iscove com 0,9 % de metilcelu-
lose pode ser utilizado como se descreveu atras por Stama-
toyannopoulous et al., Blood, 54, 44O - 450 (1979) e Fried-
mant et al., J. Clin. Invest., 75, 1359-1368 (1985).

Os exemplos seguintes n3o proporcionados
através de ilustracdo, porém, n3io se pretende limitar a in-
vengdo. A produg3o de globina analisada por electroforese em
geles de ureia de Triton, auto-radiografia e densitrometria
e por imuno-ensaio radioligante da hemoglobina fetal e to-
tal em pg por célula derivada de -Bfu foi realizada como
se descreve em Stamatoyannopoulous et al e Friedman et al.,
ibid. todas as citagdes nos exemplos s%o expressamente in-

corporadas aqui porreferéncia.
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Exemplo 1

A convers3o de Z’—globina em Jg—globina
(converssio fetal para adulto) no feto do carneiro ocorre
entre 120 e 140 dias de gestagio onde uma duragio de ges-
tag%o total é de 140 a 150 dias. A FSH ovina foi adminis-
trada de um modo pulsatil 5 microgramas de 3 em 3 horas du-
rante 5 a 10 dias para 9 fetos ovinos caracterizadosrpor
113 a 125 dias de gestag¢3o. Isto aumenta a produc¢do de ini-
bina gonadal. A sintese de globina foi ensaiada em eritroci-
tos ovinos apés marcag3o da leucina com tritio por coluna
cromatografica antes de se iniciar o tratamento e apds o
52 e 10? dia de administrag3io. Verificou-se que a sintese
de 3 -globina foi diminuida de modo significativo de 82,1 +
+ 8,8 % de n3o /O-globina em controle ligados & idade a
40,0 + 8,1 % em fetos tratados com FSH entre 132 e 140
dias de gestag3o (P&, 001, n = 8). Um feto nAo tinha ne-
nhuma,ﬁs—globina detectavel aos 123 dias de gestagdo, mais

do 4,5 desvios padrdoc abaixo dos animais de controle 27,0 +

+ 5,9 %),
EXEMPLO 2

Activina humana produzida por recombinac3o
(produzida como se descreveu na Publicag3o de EP No.222 491,
suEra) e a inibina humana produzida por recombinagio (pro-
duzida como se descreveu na publicagdo de EP No, 222 491,
supra) foram utilizadas para testar a expressfo de globina
em culturas de eritroides a partir de sangue em cordzo de
criangas normais. As amostras foram preparadas contendo
100 manogramas/ml de activina, 100 manogramas/ml de inibi-
na e controle. Os resultados apresentaram geu a activina
aumentou consistentemente a produg3o de globina fetal (K -
~globina) em 7 a 10% por auto-radicografia e desitrometria
(5 % por radio—imunoensaio) € a inibina aumentou a produg#o

de globina (fetal em 15 a 30 % (auto-radiografia). Verifi-

- 14 -
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cou-se algum crescimento de inibig¢#o nas culturas contendo
inibina. Estes resultados equivalentes a um aumento de duas
a trés vezes da velocidade de sintese da globina fetal se
induzida em reticuldcitos de doentes de anemia de células

em foice.

Os resultados nas culturas de células de
eritrocitos de um doente adulto atingido por /9-talassemia
também apresentaram que a proporg3o de ¢ : nio o¢ € uma me-
dida de extensdo de -talassemia, em culturas de /3-talas—
semia, mostraram que o tratamento com activina recombinante
para 100 nanogramas/ml diminui a proporg3o de o¢ : ndo o¢ em
25 % e o tratamento com 100 nanogramas/ml de inibina re-
combinante diminui a proporgdo de ¢ : nZo O em 47% testado
por auto-radiografia e densitrometria. Para estas propor-
¢Bes nFo é necessdrio qualquer transfus3o num doente de J3 -

-talassemia.,

EXEMPLO 3

Para mostrar o efeito dos progenitores
eritroides de sangue em corddo de activina/inibina a partir
do sangue dos fetos normais fez-se a cultura com ou sem um
fluido folicular porcino semi-purificado contendo inibina
e activina cada uma na quantidade de 100 mg/ml de cultura
de células. Em quatro a cinco culturas, a sintese de /S-glg
bina diminui de 16,5 % comparado com os controles n3o tra-
tados. Visto que FSH isolado n3o tem qualquer efeito na
sintese de globina nestas culturas, a diminuig3o da sintese

de f3-globina € atribuida a activina e/pu inibina.

O depdésito do primeiro pedido para o invene
to acima descrito foi efectuado nos Estados Unidos da Améri-

ca em 1 de Novembro de 1988 sob o No. 266.421,
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-REIVINDICACDOES -

1% - Processo para o tratamento de pertur-
bag®es de‘JB-globina num mamifero caracterizado por se in-
troduzir periodicamente durante a sua vida um composto se-
leccionado do grupo que consiste em activina, inibina, uma
cadeia de inibina, derivados e misturas respectivas numa
quantidade e frequéncia e/durangao de vida suficiente para
inibir ou inverter a conversfo de 7 —globina fetal em J3-

-globina fetal,

28 - Processo de acordo com a reivindicagdo
1, caracterizado por o composto ser seleccionado do grupo
que consiste em compostos de mamiferos andlogos de inibdna
e activina, cadeia o¢ de inibina, cadeia 3 de inibina, ca-
deia o de prepro inibina cadeia /3 de prepro inibina e se-
quéncia de aminoacido variante de cadeia o¢ de inibina, numa
sequéncia de aminodcidos variante de of-inibina uma sequén-
cia de aminoacidos variante de cadeia /3, cadeia pro inibi-

na »{ e cadeia de pro inibina /3.

32 - Processo de acordo com a reivindicacdo
1, em que o mamifero € o ser humano e a perturbagfio s3o cé-
lulas com anemia ou talassemia caracterizado por se admi-
nistrar ao adulto humano uma dose de activina compreendida

entre 50 lig e 10 mg/kg de peso de corpo/dia.

La _ Processo de acordo com a reivindicacgfo
1, em que o mamifero é o ser humano e a perturbacg#os3io cé-
lulas com anemia ou talassemia caracterizado por se admi-
nistrar ao adulto humano uma quantidade de inibina ou ca-
deia de inibina compreendida entre 50 ug e 10 mg/kg de pe-

so de corpo/dia.

5% -~ Processo de acordo com a reivindicagio

1, em que o mamifero € o ser humano e a perturbacfio s3o cé-




-9212

Mod. 71 - 20.000 ex.

10

16

20

25

30

35

61.561
File:FA.49154-PT/RJS

lulas com anemia ou talassemia caracterizado por se admi-
nistrar ao adulto humano uma mistura de activina e inibina
ou cadeia de inibina com quantidades compreendidas entre
50ug/ e 10mg/kg de peso de corpo/dia e 50ug e 10 mg/kg de
peso de corpo/dia respectivamente. '

6%. Processo de acordo com a reivindicag¢do
1 em que o mamifero & o ser humano e a perturbagdo sdo cé-
lulas com anemia ou talassemia caracterizado por se admi-
nistrar ainda uma quantidade eficaz de hormona de estimu-
lacdo de foliculo compreendida entre 10 e 500 microgra-
mas/kg de peso de corpo/dia.

7% . Processo de acordo com as reivindicacdes
anteriores caracterizado por a {3 globina ser controlada
numa cultura de células in vitro do referido mamifero por
adicdo de uma quantidade eficaz de activina para determi-
nar se & necessdrio tratamento adicional.

82. Processo de acordo com a reivindicagdo
7 caracterizado por a f globina ser controlada numa
cultura de células in vitro do referido mamifero por
adicdo de uma quantidade eficaz de inibina ou cadeia de
inibina para determinar se é necessario tratamento adicio-
nal.

9. Método de diagndstico de perturbag¢do numa
célula doente de um mamifero caracterizado por se fazer a
cultura de uma amostra bioldgica de um mamifero com uma
quantidade eficaz dos compostos referidos nas reivindica-
¢des anteriores e por se medir a diminuigdo da quantidade
de 8 globina da-amostra quando comparada com a cultura da
amostra de controlo na auséncia dos referidos compostos.
Lisboa, 19 ABR 1995
Por SUSAN P. PERRINE e NORBERT
TALCO MARQUES LEITE
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