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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "USO DE INIBI-
DORES DE IL-18 PARA O TRATAMENTO E/OU PREVENGAO DE DOENGAS
VASCULARES PERIFERICAS".
Campo da Invengéo

A presente invengao refere-se a doengas vasculares. Mais espe-
cificamente, ela refere-se ao uso de um inibidor de IL-18 para o tratamento
elou prevengdo de doengas vasculares periféricas. A invengao refere-se
também ao uso de um inibidor de IL-18 para a prevengao de amputagao.
Antecedentes da Invencéo

A citocina interleucina 18 (IL-18) foi descrita inicialmente como
um fator indutor de interferon-y (IFN-y) (Nakamura et al., 1989). Ela é um si-
nal precoce no desenvolvimento de respostas de células auxiliadoras de lin-
focitos T do tipo 1 (TH1). IL-18 atua junto com IL-12, IL-2, antigenos, mitdége-
nos, e possivelmente outros fatores, para induzir a produg@o de IFN-y. IL-18
intensifica também a producdo de GM-CSF e IL-2, potencializa a proliferagao
de células T induzida por anti-CD3, e aumenta a exterminagcao mediada por

Fas de células exterminadoras naturais.

IL-18 madura € produzida a partir de seu precursor pela enzima
conversora de IL-1B (ICE, caspase-1).

O receptor de IL-18 consiste em pelo menos dois componentes,
IL-18R alfa e IL-18R beta, cooperando na ligagdo do ligante. Os sitios de
ligagéo de alta e baixa afinidade para IL-18 foram descobertos em células T
estimuladas por IL-12 murinas (Yoshimoto et al., 1998), sugerindo um com-
plexo receptor com multiplas cadeias. As duas subunidades do receptor, que
foram identificadas até agora, pertencem ambas a familia de receptores de
IL-1 (Pamet et al., 1996; Kim et al., 2001). A transdugdo dos sinais de IL-18
envolve a ativagdo de NF-xB (DiDonato et al.,, 1997). O complexo receptor
de IL-18 consiste em duas cadeias receptoras: uma cadeia que liga o ligan-
te, denominada cadeia de IL-18Ra € uma cadeia transdutora de sinais de-
nominada cadeia de IL-18Rp. A cadeia de IL-18Ra foi isolada inicialmente
como uma proteina da superficie celular que se liga a IL-18 marcada radioa-

tivamente; a proteina foi purificada e sua seqiiéncia de aminoacidos revelou
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identidade com um receptor 6rfao relatado anteriormente, denominado pro-
teina relacionada a IL-1R (IL-1Rrp) (Torigoe et al., 1997).

Recentemente, uma proteina solivel que tem uma alta afinidade
por IL-18 foi isolada a partir da urina humana, e os cDNAs, humano e de
camundongo, bem como o gene humano, foram clonados (Novick et al.,
1999; documento n® WO 99/09063). A proteina foi designada proteina li-
gante de IL-18 (IL-18BP).

IL-18BP nao é o dominio extracelular de um dos receptores de
IL-18 conhecidos, mas uma proteina secretada em circulagao natural. Ela
pertence a uma familia inusitada de proteinas secretadas, incluindo ainda
varias proteinas codificadas por poxvirus (Novick et al., 1999). IL-18BP uri-
naria, bem como a recombinante, ligam-se especificamente a IL-18 com uma
alta afinidade e modulam a afinidade bioldgica de IL-18.

O gene de IL-18BP foi localizado no cromossoma humano
11913, e nenhum éxon que codifica um dominio transmembrana foi encon-
trado em uma seqiiéncia gendmica de 8,3 kb. Quatro variantes de divisdo ou
isoformas de IL-18BP geradas por divisdo alternada do mRNA foram desco-
bertas em seres humanos até agora. Elas foram designadas IL-18BP "a",
"b", "c" e "d", todas compartilhando o0 mesmo terminal N e diferindo no terminal
C (Novick et al., 1999). Estas isoformas variam em sua capacidade de ligar-
se a IL-18. Uma das quatro, as isoformas hiIL18BP "a" e "c" sdo conhecidas
por terem uma capacidade neutralizadora de IL-18. A isoforma IL-18BP hu-
mana liga-se a IL-18 murina.

Os disturbios vasculares periféricos podem ser arteriais (oclusi-
vos ou funcionais), venosos, arteriovenosos combinados (como por exemplo,
fistula arteriovenosa), ou linfaticos. A doenga arterial oclusiva inclui oclusao
arterial periférica e doenga de Buerger, também denominada tromboangeite
obliterante. Os disturbios arteriais funcionais podem ser vasoespasticos (fe-
ndémeno e doenca de Raynaud, acrocianose) ou vasodilatadores (eritrome-
lalgia). Eles podem ser secundarios a uma falha local nos vasos sangliineos
ou a disturbios na atividade do sistema nervoso simpatico, ou podem acom-

panhar doenga vascular organica. As doengas venosas incluem trombose
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venosa e veias varicosas, os disturbios arteriovenosos combinados incluem
fistula arteriovenosa, e os disturbios linfaticos incluem linfedema e lipedema.

Oclus3o arterial periférica refere-se a uma oclusdao do forneci-
mento de sangue para as extremidades, geralmente por placas aterosclero-
ticas (ateromas), um trombo, ou uma embolia.

A oclusio arterial periférica pode resultar em isquemia aguda ou
cronica. A isquemia aguda é causada por uma placa aterosclerética proximal
rompida, por trombose aguda em doenga aterosclerética preexistente, por
uma embolia do coragéo, aorta ou outros vasos grandes, ou por um aneu-
risma dissecado. A isquemia crénica é causada pelo alargamento gradual de
uma placa ateromatosa.

A elevagao sustentada de homocisteina sanglinea, pela leséo
de células endoteliais, predispde a aterosclerose prematura da aorta e suas
ramificagdes, das artérias periféricas, das artérias cerebrais, e possivelmente
das artérias coronarias. Embora os niveis de homocisteina sejam usual-
mente elevados em associagdo com outros fatores de risco, eles podem ser
modificados por dieta e suplementos de vitamina B.

As sindromes clinicas de oclusdo arterial dependem do vaso
envolvido, do grau da obstrugéo, e de quao rapidamente a oclusao progride,
e se o fluxo colateral esta adequado.

A oclusdo aguda tem uma histéria que inclui o inicio subito de
dor severa, friagem, entorpecimento, e palidez em uma extremidade. A ex-
tremidade fica fria e palida, e as pulsagdes estdo ausentes longe da obstru-
¢do. A oclusdo aguda pode causar isquemia grave manifestada pela perda
sensorial e motora, e eventualmente (apés 6 a 8 h) endurecimento tenro de
musculos apés palpagao.

Na ocluséo cronica, os sintomas estédo relacionados ao desen-
volvimento insidioso de isquemia tecidual. O sintoma inicial é claudicagéo
intermitente. Os sintomas da claudicagao sao dor, algesia, caibra, ou sensa-
¢ao de cansago que ocorre ao andar. Estes sintomas sdo mais comuns na
panturrilha, mas podem ocorrer no pé, coxa, quadril ou nadegas.

Eventualmente, a dor isquémica pode ocorrer no repouso, co-
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megando na maioria das partes distais de um membro, como uma dor seve-
ra inexoravel agravada ao ficar de pé, e freqiientemente impedindo o sono.

O nivel da oclus@o arterial e a localizagao da claudicagao inter-
mitente correlacionam-se intimamente, como por exemplo, a doenga aortoili-
aca causa frequientemente claudicagdo nas nadegas, quadris e panturrilhas,
e as pulsagdes femorais estdo reduzidas ou ausentes. Na doenga femoro-
poplitea, a claudicagio fica tipicamente na panturrilha, e todas as pulsagdes
abaixo da femoral estdo ausentes. Em pacientes com doenga dos vasos pe-
quenos (como por exemplo, tromboangeite obliterante, diabetes melito), as
pulsagées femoropopliteas podem estar presentes, mas as pulsagdes no pé
estdo ausentes. A palidez do pé envolvido depois de 1 a 2 min em pé, se-
guida de rubor apés dependéncia, ajuda a confirmar insuficiéncia arterial. O
tempo de enchimento venoso apés dependéncia, depois de ficar de pé, ex-
cede o limite normal de 15 segundos. Caso os sintomas de claudicagao
ocorram com boas pulsagoes distais, a estenose espinhal deve ser conside-
rada no diagnéstico diferencial.

Um pé gravemente isquémico € doloroso, frio, e freqlientemente
dormente. Em casos crénicos, a pele pode ficar seca e escamosa com fraco
crescimento das unhas e do cabelo. Conforme a isquemia piora, pode apa-
recer ulceragdo (tipicamente nos artelhos ou no calcanhar, ocasionalmente
na perna), especialmente apés traumatismo local. O edema n3o esta usual-
mente presente, a menos que o paciente tenha mantido a pema em uma
posigdo dependente para alivio da dor; entretanto, uma perna gravemente
isquémica pode ser atréfica. Uma oclusdo mais extensa pode comprometer
a viabilidade tecidual, levando a necrose ou gangrena. A isquemia com rubor,
dor e inchago do pé ap6s dependéncia pode mimetizar celulite ou insuficién-
cia venosa. Testes arteriais ndo-invasivos podem esclarecer o diagnéstico.

Dentre as doengas vasculares periféricas, a doenga de Buerger
(tromboangeite obliterante) € uma doencga obliterante caracterizada por mu-
dangas inflamatérias em artérias e veias de calibre pequeno e médio.

A doencga de Buerger ocorre em fumantes de cigarros, predomi-

nantemente em homens com 20 a 40 anos de idade. Somente cerca de 5%
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dos casos ocorrem em mulheres. A freqiiéncia de diagnéstico tem diminuido
drasticamente nos ultimos anos por causa da melhor compreensao das ca-
racteristicas clinicas e angiograficas desta doenga versus arteriosclerose
obliterante.

Embora a causa seja desconhecida, a doenga de Buerger ndo
foi documentada em nao-fumantes, implicando o tabagismo como fator etio-
légico primario, talvez como um tipo retardado de hipersensibilidade ou an-
giite téxica. A tromboangeite obliterante pode ser uma reagao ao tabaco por
pessoas com um fenétipo especifico, por causa da maior prevaléncia de
HLA-A9 e HLA-B5 em pessoas com a doenga; ou um distirbio auto-imune
com sensibilidade mediada por células ao coldgeno humano tipos | e Il, que
sdo constituintes de vasos sangliineos.

Diferentemente da arteriosclerose, a doenga de Buerger ndo en-
volve as artérias coronarias.

A doenga envolve artérias de calibre pequeno e médio e fre-
quentemente veias superficiais das extremidades em um padrdo segmenta-
do. Raramente, na doenga avangada, os vasos em outras partes do corpo
sdo afetados. A aparéncia patolégica € a de uma panarterite ou panflebite
nao-supurativa com trombose dos vasos envolvidos. A proliferagdo de célu-
las endoteliais e a infiltragdo da camada intima com linfécitos ocorrem na
lesdo aguda, mas a lamina elastica interna fica intacta. O trombo torna-se
organizado e posteriormente recanaliza-se de forma incompleta. A tunica
média fica bem preservada, mas pode ser infiltrada com fibroblastos, e as
lesGes mais antigas apresentam fibrose periarteriais, que também pode en-
volver a veia e o nervo adjacentes.

Os sintomas e sinais sdo aqueles de isquemia arterial e de
tromboflebite superficial. O inicio é gradual, comegando na maioria dos va-
sos distais das extremidades superiores e inferiores, e progredindo proxi-
malmente, culminando em gangrena distal. O paciente pode queixar-se de
friagem, dorméncia, formigamento, ou ardéncia antes que haja evidéncia
objetiva da doenga. O fenémeno de Raynaud € comum. A claudicagéo in-

termitente ocorre na extremidade envolvida (usualmente o arco do pé ou a
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perna, mas raramente a mao, brago ou coxa). A dor é persistente com mais
isquemia grave, como por exemplo, no estagio pré-gangrenoso e com ulce-
ragdo da gangrena. Freqlentemente, a superatividade do nervo simpatico &
manifestada por friagem, sudorese excessiva, e cianose da extremidade en-
volvida, provavelmente causada pela dor severa persistente.

A ulceracgédo isquémica e a gangrena, usualmente de um ou mais
dedos, podem ocorrer precocemente na doenga mas nao de forma aguda.
Estudos nao-invasivos indicam diminuigdes severas no fluxo e pressdo do
sangue em artelhos, pés e dedos afetados. A doenga progride de forma pro-
ximal.

Outra doenga vascular periférica € a doencga arterial periférica,
na qual os pacientes com doenga arterial periférica (PAD) da extremidade
inferior podem progredir para isquemia grave ameagadora dos membros.
Dor isquémica em repouso, ulceragdes nao-cicatrizantes e gangrena sao
prenuncios de resultados insatisfatérios. Estes pacientes estdao em alto risco
de perda de membros. A pronta detecgéo e avaliagao de isquemia grave dos
membros, e em seguida, a revascularizagio eficiente sdo necessarias para
salvar os membros e preservar a satide geral.

A isquemia critica cronica dos membros € o resultado final de
doenca arterial oclusiva, mais comumente aterosclerose. Além da ateroscle-
rose em associagdo com hipertensdo, hipercolesterolemia, tabagismo e dia-
betes, as causas menos freqiientes de isquemia critica cronica dos membros
incluem doenga de Buerger, tromboangeite obliterante, e algumas formas de
arterite.

O desenvolvimento da isquemia critica cronica dos membros
requer usualmente multiplos locais de obstrugado arterial que reduzem seve-
ramente o fluxo sangliineo para os tecidos. A isquemia tecidual critica ma-
nifesta-se clinicamente como dor em repouso, feridas nao-cicatrizantes (por
causa das maiores necessidades metabdlicas da cicatrizagao de feridas) ou
necrose dos tecidos (gangrena).

A dor isquémica em repouso € descrita classicamente como uma

dor ardente na bola do pé e artelhos, que é pior a noite quando o paciente
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esta na cama. A dor isquémica em repouso fica localizada no pé, onde o
tecido esta mais longe do coragdo e longe das oclusGes arteriais. As feridas
nao-cicatrizantes sdo encontradas usualmente em areas de traumatismo dos
pés, causado por calgamento inadequado de sapatos ou por uma lesao.
Uma ferida é considerada geralmente como sendo nao-cicatrizante se ela
deixa de responder a um teste de 4 a 12 semanas de terapia conservadora,
tais como trocas de curativos normais, evitagdo de traumatismos, tratamento
da infecg@o e excisdo de tecido necrosado.

A gangrena é usualmente encontrada nos artelhos. Ela se des-
envolve quando o fornecimento de sangue é tao baixo que ocorre necrose
espontanea na maioria dos tecidos deficientemente perfundidos.

Embora uma terapia conservadora cuidadosamente desenhada
possa beneficiar muitos pacientes com isquemia critica dos membros, a na-
tureza grave da sua doenga pode levar a consideragéo de intervengio ope-
ratdria. As intervengdes cirirgicas incluem revascularizagdo ou amputagao.
Se o paciente deseja passar por revascularizagdo e € um candidato operatd-
rio aceitavel, uma arteriografia é freqlientemente realizada para avaliagao
adicional e planejamento da revascularizagdo. Em algumas clinicas, usa-se
angiografia por ressonancia magnética como uma alternativa ou suplemento
para a arteriografia, a fim de minimizar o risco de exposigdo a corantes. A
preservagdo dos membros por meio de revascularizagdo é econdmica, leva
a uma melhor qualidade de vida para a maioria dos pacientes e esta associ-
ada a uma morbidez e mortalidade perioperatéria mais baixa do que a am-
putacdo. A preservagao dos membros deve ser a meta na maioria dos paci-
entes com isquemia critica cronica dos membros.

A factibilidade da revascularizagdo € determinada pelas desco-
bertas arteriograficas, bem como pela disponibilidade de um canal de desvio.
A angioplastia ou colocagdo de sondas, ou ambas, &€ mais exitosa com le-
sOes proximais curtas, tais como aquelas em pacientes com claudicagéo,
mas é improvavelmente o Unico tratamento necessario no acompanhamento
de isquemia critica dos membros por causa da natureza multipla da doenga

arterial oclusiva. O canal de desvio ideal é a veia safena magna, mas outros
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canais incluem as veias safenas acessorias, as veias dos bragos ou um ca-
nal protético. Na maioria das séries cirurgicas, os indices de desobstrugdo
com desvios de trés anos das artérias da panturrilha ficam na faixa entre 40
por cento para desvios protéticos e 85 por cento para desvios pela veia sa-
fena. Em comparagao, estudos de terapia conservadora demonstraram um
indice de sucesso de 25 a 49 por cento com feridas nao-cicatrizantes e um
indice de 50 a 80 por cento de melhora na dor isquémica em repouso.

A amputagdo primaria pode ser indicada em certos pacientes,
tais como aqueles com necrose extensa dos tecidos, infeccdo ameagadora
da vida ou lesdes nao suscetiveis a revascularizagdo. A decisdo de monito-
rar a condi¢gdo do paciente com espera atenta e controle conservador, ou
realizar revascularizagdo ou amputagdo, depende da avaliagdo cuidadosa
dos riscos pelo médico assistente e dos beneficios da cirurgia versus con-
trole conservador.

De forma mais importante, essa decisdo depende da interpreta-
¢ao do paciente da capacidade invasiva ou da adequabilidade das opgdes
disponiveis. Mesmo pacientes incapazes de andar por causa da sua condi-
¢ao podem considerar a amputacado inadequada, e ndo todos pacientes es-
tdo motivados para fazer o necessario para reabilitagdo apés a amputagao.
Caso seja tomada a decisao de amputar, o nivel da amputagao deve ser tal
que tenha a maior possibilidade de cura, e ao mesmo tempo, dando ao paci-
ente a chance maxima de reabilitagao funcional.

O diagnéstico de isquemia critica dos membros envolve dor ma-
nifestada em repouso, feridas nao-cicatrizantes e gangrena. A dor isquémica
em repouso é descrita tipicamente como uma dor ardente no arco plantar ou
distal do pé, que ocorre enquanto o paciente esta em recubito, mas é alivia-
da quando o paciente volta para uma posigdo na qual os pés estdo depen-
dentes. Os parametros hemodinamicos objetivos que fundamentam o dia-
gnostico de isquemia critica dos membros incluem um indice tomozelo-
braquial de 0,4 ou menos, uma pressao sistélica no tornozelo de 50 mm Hg
ou menos, ou uma pressao sistélica no hallux de 30 mm Hg ou menos. A

intervengdo pode incluir terapia conservadora, revascularizagdo ou amputa-
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¢do. A gangrena progressiva, feridas que ampliam rapidamente ou dor is-
quémica continua em repouso podem significar uma ameaga para o0 membro
e sugerem a necessidade de revascularizagdo em pacientes, sem riscos
operatérios proibitivos. Os enxertos de desvios sdo usualmente necessarios
por causa da natureza multipla e distal do estreitamento arterial em isquemia
critica dos membros. Os pacientes com diabetes sdo mais suscetiveis do
que outros pacientes a ter doenga distal que € menos suscetivel a enxerto
de desvio. Comparada com amputagado, a revascularizagdo € mais economi-
ca e eficiente e esta associada a melhor morbidez e mortalidade perioperaté-
ria. A preservagcao de membros deve ser a meta na maioria dos pacientes
com isquemia critica dos membros.

Atualmente, o principal tratamento de doencgas vasculares perifé-
ricas inclui o tratamento invasivo, tal como angioplastia ou mesmo amputa-
¢do da perna. A identificagdo de drogas que estimulam a neovascularizagédo
periférica sem aumentar o progresso das placas ateroscleréticas € de suma
importancia terapéutica neste campo médico.

Sumario da Invencao

A invengdo baseia-se na descoberta de que um inibidor de IL-18
estimula a neovascularizagdo apés indugédo de isquemia periférica em um
modelo animal experimental. A neovascularizagdo ocorreu em associagao
com uma ativagdo de sinalizagdo de VEGF/Akt e foi acompanhada de um
aumento na mobilizagado e diferenciagdo de células progenitoras endoteliais
da medula 6ssea.

Em fungdo desses resultados, novas abordagens terapéuticas
para o tratamento ou prevengdo de doengas vasculares periféricas que re-
querem neovascularizagdo ou revascularizagao sao disponibilizadas.

A invengéo refere-se, portanto, ao uso de um inibidor de IL-18
para o tratamento e/ou prevengdo de doengas vasculares periféricas, parti-
cularmente isquemia periférica.

A invencgao refere-se ainda ao uso de um inibidor de IL-18 para a
fabricagdo de um medicamento para o tratamento e/ou prevengao de claudi-

cacgao e gangrena.
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Além disso, a invengao refere-se ao uso de um inibidor de IL-18
para a fabricagdo de um medicamento para a preveng¢do de amputagéo, par-
ticularmente amputagao de membros.

O uso de um vetor de expressdo que compreende a sequiéncia
codificadora de um inibidor de IL-18, bem como o uso de um vetor de expres-
sdo para induzir e/ou intensificar a produgdo enddgena de um inibidor de IL-18
em uma célula, para o tratamento ou prevencdo de doengas vasculares peri-
féricas também esta dentro do dmbito da presente invengao.

A invengdo refere-se ainda a um método para tratar doengas
vasculares periféricas, compreendendo administrar a um hospedeiro, que
dele necessita, uma quantidade inibitéria eficaz de um inibidor de IL-18.
Breve Descrigdo dos Desenhos

A Figura 1 ilustra: A) microangiografia representativa das patas
traseiras direita isquémica e esquerda nao-isquémica, 3 e 28 dias apés oclu-
sdo da artéria femoral no camundongo; e B) a pontuagdo angiografica is-
quémica/ndo-isquémica em camundongos tratados com pcDNA3-mIL18BP
(IL-18BP) ou plasmideo vazio (Controle) por 3 a 28 dias. Os valores sdo mé-
dias + desvio padrao médio, n = 7 por grupo. **p < 0,01 versus camundon-
gos do controle.

A Figura 2 ilustra: A) mudangas induzidas por isquemia no fluxo
sangliineo de patas traseiras, monitorado in vivo por reprodugéo de imagem
de perfusdo com Doppler a laser em camundongos tratados com pcDNA3-
miL18BP (IL-18BP) ou plasmideo vazio (Controle). Em imagens codificadas
em cores, a perfusdo normal esta representada em vermelho, uma redugédo
acentuada no fluxo sangliineo da pata traseira isquémica esta representada
em azul; B) avaliagdo quantitativa do fluxo sangiliineo expresso como uma
relagédo entre fluxo sangliineo na pata traseira isquémica e aquele em uma
pata ndo-isquémica. Os valores sdo médias + desvio padrdo médio, n = 7
por grupo. **p < 0,01 versus camundongos do controle.

A Figura 3 ilustra: A) mancha ocidental representativa do teor da
proteina VEGF na perna ndo-isquémica e isquémica, 28 dias apds oclusdo

da artéria femoral; B) avaliagdo quantitativa dos niveis da proteina VEGF
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expressos como uma relagéo entre o teor de proteina na pata traseira is-
quémica e aquele em uma pata ndo-isquémica. Os valores sdo médias *
desvio padrao médio, n = 7 por grupo. **p < 0,01 versus controle ndo-isqué-
mico e +p < 0,05 versus controle isquémico.

A Figura 4 ilustra: A) mancha ocidental representativa do teor da
proteina fosfo-Akt na pera nao-isquémica e isquémica, 28 dias apds oclu-
sdo da artéria femoral; B) avaliagdo quantitativa dos niveis da proteina fosfo-
Akt expressos como uma relagao entre o teor de proteina na pata traseira
isquémica e aquele em uma pata nao-isquémica. Os valores sdo médias +
desvio padrao médio, n = 7 por grupo. *p < 0,05, **p < 0,01 versus controle
néo-isquémico e +p < 0,05 versus controle isquémico.

A Figura 5 ilustra: A) imagens representativas de EPCs (células
progenitoras endoteliais) isoladas a partir da medula 6ssea de camundongos
sem ligadura da artéria femoral (simulada) e de camundongos tratados com
pcDNA3-mIL18BP (IL-BP18) ou plasmideo vazio (controle). As EPCs foram
caracterizadas como células aderentes com coloragdo positiva dupla para
AcDL-Dil e fator von-Willebrand vVWF); B) quantificagdo de células duplo-
positivas em camundongos tratados com pcDNA3-mIL 18BP ou plasmideo
vazio. Os valores sdo médias + desvio padrao médio, n = 5 por grupo. +++p
< 0,001 versus camundongos do controle, +++p < 0,001 versus camundon-
gos sem ligadura da artéria femoral (simulada).

Descricao Detalhada da Invencdo

A presente invengdo baseia-se na descoberta de que inibidores
de IL-18 aumentam significativamente a angiogénese pos-isquémica apés
isquemia da pata, sem afetar a densidade dos vasos da pata ndo-isquémica
em um modelo murino da doenga in vivo. Portanto, a invengdo fornece uma
nova abordagem terapéutica para tratar ou prevenir doengas vasculares pe-
riféricas que requerem perfuséo tecidual intensificada.

A invengao refere-se, portanto, ao uso de um inibidor de IL-18
para a fabricagdo de um medicamento para o tratamento e/ou prevengao de
uma doenga vascular periférica.

O termo "prevengao” dentro do contexto desta invengao refere-se
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nao somente a uma prevengdo completa de um certo efeito, mas também
qualquer prevengao, atenuagao, redugao, decréscimo ou diminui¢éo parcial
ou substancial do efeito antes ou no inicio precoce da doenga.

O termo "tratamento" dentro do contexto desta invengéo refere-
se a qualquer efeito benéfico sobre a progressdao de doenga, inclusive ate-
nuacgao, redugao, decréscimo ou diminui¢do do desenvolvimento patoldgico
apos o inicio da doenga.

O termo "doenga vascular periférica”, como aqui utilizado, refere-
se a doengas ou disturbios que afetam as artérias, veias, e linfaticos das ex-
tremidades. Os distlrbios vasculares periféricos podem ser arteriais (oclusi-
vos ou funcionais), venosos, arteriovenosos (como por exemplo, fistula arte-
riovenosa), ou linfaticos. A doenga arterial oclusiva inclui ocluséo arterial pe-
riférica e tromboangeite obliterante. Os disturbios arteriais funcionais podem
ser vasoespasticos (fendmeno e doenga de Raynaud, acrocianose) ou vaso-
dilatadores (eritromelalgia). Eles podem ser também secundarios a uma fa-
lha local nos vasos sanguineos ou a distarbios na atividade do sistema ner-
voso simpatico, ou podem acompanhar doenga vascular organica. As doen-
gas venosas incluem trombose venosa e veias varicosas, os distarbios arte-
riovenosos combinados incluem fistula arteriovenosa, e os distarbios linfati-
cos incluem linfedema e lipedema. '

O termo "doenga vascular periférica" pretende englobar todas
indicagbes médicas, doengas, disturbios ou sintomas descritos na segao
"Antecedentes da Invengao" acima.

O termo "inibidor de IL-18", dentro do contexto desta invengao,
refere-se a qualquer molécula que modula a produgéo e/ou a agdo de IL-18,
de tal modo que a produgdo e/ou a agao de IL-18 seja atenuada, reduzida ou
impedida ou bloqueada parcialmente, substancialmente ou completamente.

Um inibidor de produgdo pode ser qualquer molécula que afeta
negativamente a sintese, processamento ou maturagdo de IL-18. Os inibido-
res considerados de acordo com a invengdo podem ser, por exemplo, su-
pressores da expressdo génica da interleucina IL-18, mRNA's "antisense"

que reduzem ou impedem a transcrigdo do mRNA de IL-18 ou levam & degra-
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dagdo do mRNA, proteinas que prejudicam a dobragem correta, ou impedem
parcial ou substancialmente a secregcdo de proteases de IL-18, uma vez
sintetizada, inibidores de proteases que clivam pro-IL-18 para gerar IL-18
madura, tais como inibidores de caspase-1, e similares.

Um inibidor da agdo de IL-18 pode ser um antagonista de 1L-18,
por exemplo. Os antagonistas podem ligar-se a ou seqtiestrar a molécula de
IL-18 em si com afinidade e especificidade suficiente para neutralizar parcial
ou substancialmente o sitio ou sitios responsaveis pela ligagao de IL-18 a
seus ligantes (tais como, por exemplo, seus receptores). Um antagonista
pode também inibir a via sinalizadora de IL-18, que é ativada dentro das cé-
lulas ap6s a ligagao de IL-18 receptor ligante.

Os inibidores da agao de IL-18 podem ser também receptores de
IL-18 soluveis ou moléculas que mimetizam os receptores ou agentes que
blogueiam os receptores de IL-18, ou anticorpos de IL-18, tais como anticorpos
policlonais ou monoclonais, ou qualquer outro agente ou molécula que im-
pede a ligagdo de IL-18 a seus alvos, diminuindo ou impedindo assim o aci-
onamento das reagdes intracelulares ou extracelulares mediadas por IL-18.

Em uma modalidade preferida da invengéo, a doenga vascular
periférica & doenga arterial periférica.

"Doenga arterial periférica” é um disturbio que envolve o estrei-
tamento das artérias em qualquer lugar entre os bragos e a aorta, e entre as
artérias e as pernas. O inicio pode ser subito ou gradual, e resulta geral-
mente em isquemia (diminuicdo da distribuicdo de oxigénio para a area su-
prida pelo vaso).

De preferéncia, de acordo com a presente invengdo, a doenga
arterial periférica conceme as extremidades inferiores. A doenga ou oclusdo
arterial pode ser crénica ou aguda. A doenga arterial periférica esta freqlien-
temente associada a claudicagao.

Portanto, a presente invengao refere-se ainda ao uso de um ini-
bidor de IL-18 para o tratamento e/ou prevengao de claudicagdo. A claudica-
¢ao € dor na perna, particularmente na panturrilha, que vem e vai, para cau-

sar hesitagdo no andar. A claudicagdo € sentida tipicamente enquanto se
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anda, e cessa em repouso. Ela é, portanto, referida comumente como uma
claudicagao intermitente. A natureza usualmente intermitente da dor de clau-
dicagdo deve-se a um suprimento inadequado temporario de oxigénio para
os musculos da perna. O suprimento deficiente de oxigénio é resultado do
estreitamento ou oclusdo das artérias que fornecem sangue para as artérias.
Isto limita o suprimento de oxigénio para os musculos da perna e é sentido
especialmente quando a necessidade de oxigénio desses musculos se eleva
com exercicio ou caminhando.

Em uma modalidade preferida da invengdo, a doenga vascular
periférica € tromboangeite obliterante (doenga de Buerger). A "doenga de
Buerger" é uma doenga obliterante caracterizada por mudancgas inflamatérias
em artérias e veias de calibre pequeno e médio, que ocorrem freqliientemente
em fumantes, predominantemente em homens com 20 a 40 anos de idade.

A doenga envolve artérias de calibre pequeno e médio e fre-
glientemente veias das extremidades em um padrdo segmentado.

Em uma outra modalidade preferida, a doenga vascular periféri-
ca é isquemia periférica, particularmente isquemia dos membros. "Isquemia"
€ uma deficiéncia no suprimento de sangue, geralmente devido a uma oclu-
sdo ou traumatismo de vasos sanglineos. "Isquemia periférica" refere-se
particularmente a isquemia nos membros, isto &, bragos ou pernas, levando
a uma deficiéncia no fornecimento de oxigénio para o tecido do membro cor-
respondente.

Em ainda outra modalidade da presente invengao, a isquemia de
membros € isquemia critica de membros. "Isquemia critica de membros" é
um estado no qual o fornecimento de sangue para o membro é tao deficiente
que ameaga sua sobrevivéncia. A presenca de dor em repouso, ulceragao
ou gangrena indica isquemia critica dos membros. Gangrena € o termo usa-
do para descrever tecido morto, e ela ocorre frequentemente como resultado
ou em combinagdo com isquemia de membro. Uma ulcera isquémica é cau-
sada por um suprimento inadequado de sangue.

A isquemia critica de membro, que inclui gangrena e Ulceras,
requer revascularizagdo para impedir amputagdo do membro. Portanto, a
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presente invengdo refere-se também ao uso de inibidores de IL-18 para o
tratamento e/ou prevengao de gangrena e Ulceras.

A conseqliéncia ulterior de doenga vascular periférica, e parti-
cularmente isquemia periférica, pode ser amputagdo do membro afetado,
particularmente do membro inferior ou pé afetado. A revascularizagao levara
a reperfusao do tecido afetado, e ajuda assim o processo de cicatrizagao.

Portanto, a invengao refere-se ainda ao uso de um inibidor de IL-18
para a fabricagdo de um medicamento para a prevencdo da amputagédo dos
membros, particularmente um membro inferior, pé ou artelho(s).

Em uma modalidade preferida da presente invengéo, o inibidor
de IL-18 é selecionado entre inibidores de caspase-1 (ICE), anticorpos dire-
cionados contra IL-18, anticorpos direcionados contra qualquer uma das
subunidades do receptor de IL-18, inibidores da via sinalizadora de IL-18,
antagonistas de IL-18 que competem com IL-18 e bloqueiam o receptor de
IL-18, e proteinas, isoformas, muteinas, proteinas fundidas, derivados funci-
onais, fragoes ativas ou seus derivados permutados de forma circular, que
ligam-se a IL-18, e inibem a atividade biol6gica de IL-18.

O termo "proteinas que se ligam a IL-18" é aqui utilizado como
sinénimo de "proteina que se liga a IL-18" ou "IL18BP". Ele compreende
proteinas ligantes de IL-18, como definido no documento n® WO 99/09063
ou em Novick et al., 1999, inclusive variantes de divisdo e/ou isoformas de
proteinas ligantes de IL-18, como definido em Kim et al., 2000, que se ligam
a IL-18. Particularmente, as isoformas humanas "a" e "c" de IL-18BP séo
Uteis de acordo com a presente invengao. As proteinas Uteis de acordo com
a presente invengao podem ser glicosiladas ou nao-glicosiladas, elas podem
ser derivadas de fontes naturais, tal como urina, ou elas podem ser de prefe-
réncia produzidas de forma recombinante. A expressdao recombinante pode
ser conduzida em sistemas de expressao procariética, tal como E. coli, ou
eucaridticos, e de preferéncia, em sistemas de expressdo de mamiferos.
Uma linhagem de células que é particularmente bem apropriada para a ex-
pressdo de proteinas de mamiferos é a linhagem de células do Ovario de
Porquinho-da-india Chinés (CHO).
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Como aqui utilizado, o termo "muteinas” refere-se a analogos de
uma IL-18BP, ou analogos de uma IL-18BP viral, na qual um ou mais dos
residuos de aminoacidos de uma IL-18BP natural ou IL-18BP viral sdo substitu-
idos por residuos de aminoacidos diferentes, ou sdo deletados, ou um ou
mais residuos de aminoacidos sdo adicionados a seqtiéncia natural de uma
IL-BP18, ou uma IL-18BP viral, sem mudar consideravelmente a atividade dos
produtos resultantes, comparado com IL-18BP do tipo selvagem ou IL-18BP
viral. Estas muteinas sd@o preparadas por sintese conhecida e/ou por técni-
cas de mutagénese direcionada a sitios, ou qualquer outra técnica conheci-
da apropriada para isto.

As muteinas, de acordo com a presente invengao, incluem pro-
teinas codificadas por um acido nucléico, tal como DNA ou RNA, que hibridi-
za para DNA ou RNA, que codifica uma IL-18BP ou codifica uma IL-18BP,
como descrito no documento n® WO 99/09063, sob condigdes severas. O
termo "condigdes severas" refere-se as condigdes de hibridizagdo e subse-
quente lavagem, as quais os versados nessas técnicas referem-se conven-
cionalmente como "severas". Vide Ausubel et al., "Current Protocols in Mole-
cular Biology", supra, Interscience, NY, capitulos 6.3 e 6.4 (1987, 1992), e
Sambrook et al., supra. Sem limitagdo, os exemplos de condi¢gdes severas
incluem condigdes de lavagem 12-20°C abaixo da Tm calculada do hibrido
em estudo em, por exemplo, 2 x SSC e 0,5% de SDS por 5 min, 2 x SSC e
0,1% de SDS por 15 min; 0,1 x SSC e 0,5% de SDS a 37°C por 30-60 min, e
depois, 0,1 x SSC e 0,5% de SDS a 68°C por 30-60 min. Os versados nes-
sas técnicas devem entender que as condigdes de severidade dependem
também do comprimento das seqiiéncias de DNA, sondas de oligonucleoti-
deos (tais como 10-40 bases) ou sondas de oligonucleotideos mistas. Caso
sejam usadas sondas mistas, €& preferivel usar cloreto de tetrametil-amonio
(TMAC) em vez de SSC. Vide Ausubel, supra.

Qualquer muteina dessas tem de preferéncia uma seqiiéncia de
aminoacidos suficientemente duplicativa daquela de uma IL-18BP, ou sufici-
entemente duplicativa de uma IL-18BP viral, tal como ter uma atividade compa-

ravel a IL-18BP. Uma atividade de IL-18BP é sua capacidade de ligar-se a
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IL-18. Desde que a muteina tenha atividade ligante substancial a IL-18, ela
pode ser usada na purificagdo de IL-18, tal como por meio de cromatografia
por afinidade, e assim sendo, ser considerada como tendo atividade substan-
cialmente similar a de IL-18BP. Assim sendo, pode-se determinar se qual-
quer dada muteina tem substancialmente a mesma atividade que IL-18BP
por meio de experimentagdo rotineira, compreendendo submeter essa mu-
teina, por exemplo, a um ensaio simples de competi¢cdo por intercalagao,
para determinar se ela liga-se ou ndo a uma IL-18 adequadamente marcada,
tal como um radioimunoensaio ou ensaio ELISA.

Em uma modalidade preferida, qualquer dessas muteinas que
tenha pelo menos 40% de identidade ou homologia com a seqliéncia de uma
IL-BP ou um homélogo de IL-BP codificado de forma viral, como definido no
documento n? WO 99/09063. Mais preferivelmente, ela tem pelo menos
50%, pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, ou mais preferi-
velmente, pelo menos 90% de identidade ou homologia com ela.

As muteinas de polipeptideos de IL-18BP ou muteinas de IL-BPs
virais, que podem ser usadas de acordo com a presente invengao, ou que
codificam acidos nucléicos delas, incluem um conjunto finito de sequéncias
substancialmente correspondentes como peptideos ou polinucleotideos de
substituicdo que podem ser obtidos rotineiramente pelos versados nessas
técnicas, sem experimentagdo desnecessaria, baseado nos ensinamentos e
nas orientagdes aqui apresentadas.

As mudancgas preferidas nas muteinas de acordo com a pre-
sente invengdo sdo as conhecidas como substituigdes "conservativas". As
substituicdes conservativas de aminoacidos de polipeptideos ou proteinas
de IL-18BP ou IL-18BPs virais, podem incluir aminoacidos sinénimos dentro
de um grupo, que tém propriedades fisico-quimicas suficientemente simila-
res, de tal modo que a substituigdo entre membros do grupo conservara a
fungdo biolégica da molécula (Grantham, 1974). E evidente que insergdes e
delegées de aminoacidos também podem ser feitas nas seqliéncias defini-
das acima sem alterar sua fungao, particularmente se as insergdes ou dele-

¢oes evolverem somente alguns aminoacidos, como por exemplo, menos de
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trinta, e de preferéncia menos de dez, e ndo removerem ou deslocarem ami-
noacidos que sao criticos para uma conformagao funcional, como por exem-
plo, residuos de cisteina. As proteinas e muteinas produzidas por tais dele-
goes e/ou insergées caem dentro do &mbito da presente invengao.

De preferéncia, os grupos de aminoacidos sindnimos sao aque-
les definidos na Tabela 1. Mais preferivelmente, os grupos de aminoacidos
sindnimos sdo aqueles definidos na Tabela 2; e mais preferivelmente, os
grupos de aminoacidos sindnimos sdo aqueles definidos na Tabela 3.
TABELA 1
Grupos Preferidos de Aminoacidos Sindnimos

Aminoacido Grupo Sinénimo

Ser Ser, Thr, Gly, Asn

Arg Arg, GIn, Lys, Glu, His

Leu lle, Phe, Tyr, Met, Val, Leu

Pro Gly, Ala, Thr, Pro

Thr Pro, Ser, Ala, Gly, His, GIn, Thr
Ala Gly, Thr, Pro, Ala

Val Met, Tyr, Phe, lle, Leu, Val

Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly

lle Met, Tyr, Phe, Val, Leu, lle

Phe Trp, Met, Tyr, lle, Val, Leu, Phe
Tyr Trp, Met, Phe, lle, Val, Leu, Tyr
Cys Ser, Thr, Cys

His Glu, Lys, GIn, Thr, Arg, His

GIn Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg, Gin
Asn GIn, Asp, Ser, Asn

Lys Glu, GIn, His, Arg, Lys

Asp Glu, Asn, Asp

Glu Asp, Lys, Asn, GIn, His, Arg, Glu
Met Phe, lle, Val, Leu, Met

Trp Trp



TABELA 2

Grupos Mais Preferidos de Aminoacidos Sinénimos
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Aminoacido
Ser
Arg
Leu
Pro
Thr
Ala
Val
Gly
lle
Phe
Tyr
Cys
His
Gin
Asn
Lys
Asp
Glu
Met
Trp
TABELA 3

Grupo Sin6nimo

Ser

His, Lys, Arg

Leu, lle, Phe, Met
Ala, Pro

Thr

Pro, Ala

Val, Met, lle

Gly

lle, Met, Phe, Val, Leu
Met, Tyr, lle, Leu, Phe
Phe, Tyr

Cys, Ser

His, Gln, Arg

Glu, GIn, His

Asp, Asn

Lys, Arg

Asp, Asn

Glu, GIn

Met, Phe, lle, Val, Leu

Trp

Grupos Muito Mais Preferidos de Aminoacidos Sindnimos

Aminoacido
Ser

Arg

Leu

Pro

Thr

Ala

Grupo Sin6nimo
Ser

Arg

Leu, lle, Met
Pro

Thr

Ala



10

15

20
Val Val
Gly Gly
lle lle, Met, Leu
Phe Phe
Tyr Tyr
Cys Cys, Ser
His His
Gin Gin
Asn Asn
Lys Lys
Asp Asp
Glu Glu
Met Met, lle, Leu
Trp Met

Os exemplos da produgéo de substituicbes de aminoacidos em
proteinas, que podem ser usados para obter muteinas de polipeptideos ou
proteinas de IL-18BP, ou muteinas de IL-18BPs virais, para uso na presente
invengao, incluem quaisquer etapas de métodos conhecidos, tais como apre-
sentados nas patentes n® US 4.959.314, US 4.588.585, e US 4.737.462,
expedidas para Mark et al.; US 5.116.943 expedida para Koths et al.; US
4.965.195 expedida para Namen et al.; US 4.879.111 expedida para Chong et
al.; e US 5.017.691 expedida para Lee et al.; e as proteinas substituidas com
lisina apresentadas na patente n® US 4.904.584, expedida para Shaw et al.

O termo "proteina fundida" refere-se a um polipeptideo que
compreende uma IL-18BP, ou uma IL-18BP viral, ou uma muteina ou fragmen-
to dela, fundida com outra proteina, a qual, por exemplo, tem um tempo de
residéncia estendido em fluidos corporais. Uma IL-18BP ou IL-18BP viral
pode estar assim fundida a outra proteina, polipeptideo ou similares, como
por exemplo, uma imunoglobulina ou um fragmento dela.

O termo "derivados funcionais", como aqui utilizado, cobre deri-
vados de IL-18BPs ou uma IL-18BP viral, e suas muteinas e proteinas fundi-

das, que podem ser preparadas a partir de grupos funcionais que ocorrem
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como cadeias laterais nos residuos ou nos grupos terminais N ou C, por
meios conhecidos na técnica, e sdo incluidos na invengao, desde que eles
permanegam farmaceuticamente aceitaveis, isto é, eles ndo destruam a ati-
vidade da proteina que é substancialmente similar a atividade de IL-18BP,
ou IL-18BPs virais, e ndo confiram propriedades téxicas as composigoes que
as contém.

Esses derivados podem incluir, por exemplo, cadeias laterais de
polietilenoglicol, que podem mascarar sitios antigénicos e estendem o tempo
de residéncia de uma IL-18BP ou uma IL-18BP viral em fluidos corporais.
Outros derivados incluem ésteres alifaticos de grupos carboxila, amidas de
grupos carboxila, pela reacdo com amodnia, ou com aminas primarias ou se-
cundarias, derivados N-acilicos dos grupos amino de residuos de aminoaci-
dos formados com porgdes acila (por exemplo, grupos alcanoila ou aroila
carbociclicos) ou derivados O-acilicos de grupos hidroxila livres (por exem-
plo, aqueles de residuos serila ou treonila) formados com porgdes acila.

Como "fragdes ativas" de uma IL-18BP, ou uma IL-18BP viral,
muteinas e proteinas fundidas, a presente invengdo cobre qualquer fragmento
ou precursores da cadeia polipeptidica da molécula de proteina sozinha ou
junto com moléculas ou residuos associados ligados a elas, por exemplo,
residuos de aglcares ou fosfatos, ou agregados da molécula protéica ou dos
residuos dos aglcares em si, desde que a dita fragdo tenha atividade substan-
cialmente similar & de IL-18BP.

Em uma outra modalidade preferida da invengao, o inibidor de
IL-18 é um anticorpo direcionado contra IL-18 ou seu receptor, o IL-18R. Os
anticorpos direcionados contra qualquer uma das subunidades de IL-18R,
denominadas IL-18Ra e IL-18Rp, podem ser usados de acordo com a pre-
sente invengao.

Os anticorpos, de acordo com a invengao, podem ser policlonais
ou monoclonais, quiméricos, humanizados, ou mesmo completamente hu-
manos. Os anticorpos recombinantes e seus fragmentos caracterizam-se por
ligagdo de alta afinidade a IL-18 ou IL-18R in vivo e baixa toxicidade. Os an-

ticorpos que podem ser usados na invengao caracterizam-se pela sua capa-
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cidade de tratar pacientes por um periodo suficiente para ter regressdo ou
alivio bom a excelente da condigdo patogénica ou qualquer sintoma ou gru-
po de sintomas relacionados a uma condigdo patogénica, e uma baixa toxi-
cidade.

Compostos neutralizadores sao faciimente gerados em animais tais
como coelhos, cabras ou camundongos por imunizagdao com IL-18 ou IL-18Ra.
ou B. Os camundongos imunizados sdo particularmente Gteis para fornecer
fontes de células B para a fabricagdo de hibridomas, os quais, por sua vez,
sdo cultivados para produzir grandes quantidades de anticorpos monoclo-
nais anti-IL-18.

Anticorpos quiméricos sdo moléculas de imunoglobulinas ca-
racterizadas por dois ou mais segmentos ou partes derivadas de espécies
de animais diferentes. Geralmente, a regido variavel do anticorpo quimérico
é derivada de um anticorpo de mamifero ndo-humano, tal como um anticor-
po monoclonal murino, e a regido constante de imunoglobulina é derivada de
uma molécula de imunoglobulina humana. De preferéncia, ambas regides e
a combinagao tém baixa imunogenicidade, como determinado rotineiramente
(Elliott et al., 1994). Os anticorpos humanizados sdo moléculas de imunoglo-
bulina criadas por técnicas de engenharia genética, nas quais as regides
constantes murinas sdo substituidas por correspondentes humanos, e ao
mesmo tempo retendo as regides ligantes de antigenos murinos. O anticorpo
quimérico de camundongo/humano resultante tem, de preferéncia, imunoge-
nicidade reduzida e melhores farmacocinéticas em seres humanos (Knight et
al., 1993).

Assim sendo, em uma outra modalidade preferida, o anticorpo
de IL-18 ou IL-18R é um anticorpo humanizado. Os exemplos preferidos de
anticorpos anti-IL-18 humanizados estédo descritos no pedido de patente eu-
ropéia EP 0 974 600, por exemplo.

Em ainda outra modalidade preferida, o anticorpo é completamente
humano. A tecnologia para produzir anticorpos humanos esta descrita detalha-
damente, por exemplo, nos documentos WO 00/76310, WO 99/53049, US
6.162.963 ou AU 5336100.
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Um método para a preparagdo de anticorpos completamente
humanos consiste em "humanizagao" do sistema imunolégico humoral de
camundongos, isto &, producdo de cepas de camundongos capazes de pro-
duzir Ig humana (xenocamundongos), pela introdugdo de /oci de imunoglo-
bulina humana (lg) em camundongos nos quais os genes de Ig endégena
foram inativados. Os loci de Ig sdo complexos em termos de sua estrutura
fisica e do rearranjo genético e processos de expressao necessarios para
ulteriormente produzir uma resposta imunolégica ampla. A diversidade de
anticorpos é gerada principalmente pelo rearranjo combinatério entre dife-
rentes genes V, D e J presentes nos /oci de |g. Estes /oci contém também os
elementos reguladores entremeados que controlam a expresséo de anticor-
pos, a excluséo alélica, a comutagdo de classes e a maturagao por afinida-
de. A introdugéo de transgenes de Ig humana nao-rearranjados em camun-
dongos tem demonstrado que o mecanismo de recombinagdo de camun-
dongos é compativel com genes humanos. Além disso, hibridomas que se-
cretam hu-mAbs especificos de antigenos de varios isétipos podem ser obti-
dos por imunizagdo de xenocamundongos com antigeno.

Os anticorpos completamente humanos e os métodos para sua
producdo sdo conhecidos na técnica (Mendez et al., 1997; Buggemann et
al., 1991; Tomizuka et al., (2000), patente WO 98/24893).

Em uma modalidade altamente preferida da presente invengao,
o inibidor de IL-18 é uma IL-18BP, ou uma sua isoforma, muteina, proteina
fundida, derivado funcional, fragdo ativa ou derivado permutado de forma
circular. Estas isoformas, muteinas, proteinas fundidas ou derivados funcio-
nais retém a atividade biolégica de IL-18BP, particularmente a ligagao a IL-
18, e de preferéncia, tém essencialmente pelo menos uma atividade similar
a de IL-18BP. Idealmente, tais proteinas tém uma atividade biolégica intensi-
ficada, comparado com IL-18BP nao-modificada. As fragdes ativas preferi-
das tém uma atividade que é melhor do que a atividade de IL-18BP, ou tém
outras vantagens, tais como melhor estabilidade ou uma toxicidade ou
imunogenicidade mais baixa, ou elas sdo mais faceis de produzir em gran-
des quantidades, ou sao mais faceis de purificar.
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As seqiiéncias de IL-18BP e suas variantes/isoformas de divisdo
podem ser obtidas no documento WO 99/09063 ou em Novick et al., 1999,
bem como em Kim et al., 2000.

Os derivados funcionais de IL-18BP podem ser conjugados a
polimeros, para melhorar as propriedades da proteina, tais como estabilida-
de, meia-vida, biodisponibilidade, tolerancia pelo corpo humano, ou imuno-
genicidade. Para atingir esta meta, IL-18BP pode ser ligada, por exemplo, a
polietilenoglicol(PEG). A "PEGuilagdo" pode ser conduzida por métodos co-
nhecidos, descritos no documento WO 92/13095, por exemplo.

Portanto, em uma modalidade preferida da presente invengao,
os inibidores de IL-18, e particularmente IL-18BP, sdao "PEGuilados".

Em uma outra modalidade preferida da invengao, o inibidor de
IL-18 compreende uma fusdo com imunoglobulina, isto &, o inibidor de IL-18
€ uma proteina fundida que compreende o todo ou uma parte de uma pro-
teina ligante de IL-18, que esta fundida ao todo ou uma parte de uma
imunoglobulina. Os métodos para fabricar proteinas de fusdo com imunoglo-
bulina sdo bem-conhecidos na técnica, tais como aqueles descritos no do-
cumento WO 01/03737, por exemplo. Os versados na técnica devem enten-
der que a proteina de fusao resultante da invengao retém a atividade biologi-
ca de IL-18BP, particularmente a ligagado a IL-18. A fusdo pode ser direta, ou
por intermédio de um peptideo ligante curto que pode ser tdo curto quanto
um comprimento de 1 a 3 residuos de aminoacidos ou mais longos, como
por exemplo, um comprimento de 13 a 20 residuos de aminoacidos. O dito
ligante pode ser um tripeptideo da seqiiéncia E-F-M (Glu-Phe-Met), por
exemplo, ou uma sequiéncia ligante com 13 aminoacidos que compreende
Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-Val-Leu-Gly-Gly-Gin-Phe-Met, introduzida entre a
sequéncia de IL-18BP e a seqiiéncia de imunoglobulina. Proteina de fusdo
resultante tem melhores propriedades, tais como um tempo de residéncia
estendido em fluidos corporais (meia-vida), maior atividade especifica, maior
nivel de expressao, ou a purificagdo da proteina de fusao é facilitada.

Em uma modalidade preferida, IL-18BP esta fundida a regiao

constante de uma molécula de Ig. De preferéncia, ela esta fundida a regides
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com cadeia pesada, tais como os dominios CH2 e CH3 de IgG1 ou IgG2
humana, por exemplo. A geragdo de proteinas de fusdo especificas que'
compreende IL-18BP e uma parte de uma imunoglobulina esta descrita no
Exemplo 11 do documento WO 99/09063, por exemplo. Outras isoformas de
moléculas de Ig também sao apropriadas para a geragao de proteinas de
fusdo de acordo com a presente invengao, tais como as isoformas IgG, ou
IgG., ou outras classes de Ig, como IgM ou IgA, por exemplo. As proteinas
de fusdo podem ser monoméricas ou multiméricas, heteromultiméricas ou
homomultiméricas.

Em ainda outra modalidade da invengdo, um inibidor de IL-18 é
usado em combinagdo com uma ou mais outras moléculas ativas nas condi-
¢des clinicas da invengao, tais como vasodilatadores, bloqueadores de cal-
cio, aspirina, B-bloqueadores, ou similares. Antagonistas de TNF também
podem ser usados em combinagdo com um inibidor de IL-18 de acordo com
a presente invengdo, por exemplo. Os antagonistas de TNF exercem sua
atividade de varias maneiras. Em primeiro lugar, os antagonistas podem li-
gar-se ou sequlestrar a molécula de TNF em si com afinidade e especificida-
de suficientes para neutralizar parcial ou substancialmente o epitopo ou
epitopos de TNF responsaveis pela liga¢gao do receptor de TNF (aqui dora-
vante denominados "antagonistas sequliestradores"”). Um antagonista se-
questrador pode ser, por exemplo, um anticorpo direcionado contra TNF.

Alternativamente, os antagonistas de TNF podem apresentar a
via sinalizadora de TNF ativada pelo receptor da superficie celular depois da
ligagdo de TNF (aqui doravante denominados "antagonistas sinalizadores").
Ambos grupos de antagonistas sdo Uteis, seja isoladamente ou juntos, em
combinagdo com um inibidor de IL-18, na terapia ou prevengao de doenca
vascular periférica.

Os antagonistas de THF sao identificados e avaliados facilmente
por triagem rotineira de candidatos quanto ao seu efeito sobre a atividade de
TNF nativo sobre linhagens de células suscetiveis in vitro, como por exem-
plo, células B humanas, nas quais TNF causa proliferagdo e secre¢do de

imunoglobulina. O ensaio contém uma formulagdo de TNF em dilui¢ges vari-
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adas de antagonista candidato, como por exemplo, 0,1 a 100 vezes a quan-
tidade molar de TNF usada no ensaio, e controles com nenhum TNF ou so-
mente antagonista (Tucci et al., 1992).

Os antagonistas seqliestradores sao os antagonistas de TNF
preferidos a serem usados de acordo com a presente invencao. Dentre os
antagonistas seqlestradores, aqueles polipeptideos que se ligam a TNF
com alta afinidade e possuem baixa imunogenicidade sdo preferidos. As
moléculas dos receptores de TNF soltveis e os anticorpos neutralizadores
para TNF sd@o particularmente preferidos. Por exemplo, TNF-RI e TNF-RII
soliveis sdo Uteis na presente invengdo. As formas truncadas destes re-
ceptores, compreendendo dominios extracelulares dos receptores ou partes
funcionais deles, sdo antagonistas mais particularmente preferidos de acor-
do com a presente invencgdo. Os receptores soluveis truncados de TNF do
tipo | e tipo Il estdo descritos no documento EP 914431, por exemplo.

As formas truncadas dos receptores de TNF sdo soluveis e fo-
ram detectadas na urina e soro como proteinas ligantes inibitorias de TNF
com 30 kDa e 40 kDa, que sdo denominadas TBPI e TBPII, respectivamente
(Engelmann et al., 1990). O uso simultaneo, seqiiencial, ou separado do ini-
bidor de IL-18 com o antagonista de TNF é preferido de acordo com a inven-
céao.

Em uma outra modalidade preferida, TNF-RI (TBPI) humano so-
lavel é o antagonista de TNF a ser usado de acordo com a invengao. As molé-
culas dos receptores de TNF sollveis naturais e recombinantes e os métodos
para sua produgdo foram descritos nas patentes européias EP 308 378,
EP 398 327 e EP 433 900.

Os derivados, fragmentos, regides e partes biologicamente ati-
vas das moléculas dos receptores assemelham-se funcionalmente as molé-
culas dos receptores que também podem ser usadas na presente invengao.
Tal equivalente ou derivado biologicamente ativo da molécula do receptor
refere-se a parte do polipeptideo, ou a seqiiéncia que codifica a molécula do
receptor, que tem um tamanho suficiente e é capaz de ligar-se a TNF com

uma afinidade tal que a interagdo com o receptor de TNF ligado a membrana
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seja inibida ou bloqueada.

O inibidor de IL-18 pode ser usado simultaneamente, seqlienci-
almente ou separadamente com o inibidor de TNF.

Em uma outra modalidade preferida da presente invengao, o ini-
bidor de IL-18 é usado em uma quantidade entre cerca de 0,01 e 100 mg/kg
ou entre cerca de 1 e 10 mg/kg ou 2 a 5 mg/kg.

O inibidor de IL-18, de acordo com a invengao, € administrado,
de preferéncia, por via sistémica, e de preferéncia, por via subcutdnea ou
intramuscular. Ele pode ser administrado diariamente, ou a cada dois dias.
As formulagGes com liberagdo prolongada tornam possivel administrar me-
nos freqlientemente, tal como uma vez por semana, por exemplo.

A invengéo refere-se ainda ao uso de um vetor de expressao
que compreende a sequiéncia codificadora de um inibidor de IL-18 na prepa-
racdo de um medicamento para a prevengao e/ou tratamento de uma doen-
¢a vascular periférica. Assim sendo, uma abordagem de terapia génica é
considerada, para distribuir o inibidor de IL-18 para o local onde ele é neces-
sario. Para tratar e/ou prevenir uma doenga vascular periférica, o vetor de
terapia génica, que compreende a seqiéncia de um inibidor de IL-18, pode
ser injetado diretamente dentro do tecido doente, como por exemplo, evitan-
do assim os problemas envolvidos na administragao sistémica de vetores de
terapia génica, tais como diluir os vetores, alcangar e atingir as células ou
tecidos-alvo, e os efeitos colaterais.

O uso de um vetor para induzir e/ou intensificar a produgdo en-
dégena de um inibidor de IL-18 em uma célula normalmente silenciosa para
a expressado de um inibidor de IL-18, ou que expressa quantidades do inibi-
dor que ndo sdo suficientes, também esta contemplado de acordo com a
invengdo. O vetor pode compreender sequliéncias reguladoras funcionais nas
células desejadas para expressar o inibidor ou IL-18. Tais seqliéncias regu-
ladoras podem ser promotores ou intensificadores, por exemplo. A sequén-
cia reguladora pode ser entdo introduzida dentro do locus correto do genoma
por recombinagdo homdéloga, ligando assim de forma operacional a seqlién-

cia reguladora ao gene, cuja expressdo se precisa induzir ou intensificar. A
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tecnologia é usualmente referida como "Ativagdo Enddégena de Genes"
(EGA), e ela esta descrita, por exemplo, no documento WO 91/09955.

Os versados na técnica devem entender que é possivel também
interromper a expressao de IL-18 diretamente, sem usar um inibidor de IL-18,
com a mesma técnica. Para fazer isto, um elemento de regulagdo negativa,
como por exemplo, um elemento silenciador, pode ser introduzido dentro do
locus do gene de IL-18, levando assim a uma regulagdo descendente ou
impedimento da expressao de IL-18. Os versados na técnica devem enten-
der que :al regulagdo descendente ou silenciamento da expressao de IL-18
tem o mesmo efeito que usar um inibidor de IL-18, para prevenir e/ou tratar
uma doenga.

A invengao refere-se ainda ao uso de uma célula, que tenha sido
geneticamente modificada para produzir um inibidor de IL-18, na fabricagdo
de um medicamento para o tratamento e/ou prevengdao de uma doencga vas-
cular periférica.

O inibidor de IL-18 a ser usado de acordo com a presente inven-
¢ao pode ser, de preferéncia, administrado como uma composi¢do farma-
céutica, opcionalmente em combinagdo com uma quantidade terapeutica-
mente eficaz de um inibidor de TNF ou outra droga ativa no tratamento ou
prevencao de uma doenga vascular periférica.

IL-18BP e suas isoformas, muteinas, proteinas fundidas, deriva-
dos funcionais, fragdes ativas ou derivados permutados de forma circular,
como descritos acima, s@o os ingredientes ativos preferidos das composi-
¢Oes farmacéuticas.

A definicdo de "farmaceuticamente aceitavel" significa que en-
globa qualquer veiculo que nao interfere com a eficacia da atividade biol6gi-
ca do ingrediente ativo e que nao é téxico para o hospedeiro ao qual ele é
administrado. Por exemplo, no caso de administragdo parenteral, a proteina
ou proteinas ativas podem ser formuladas em uma forma de dosagem unita-
ria para injegdo em veiculos tais como solugdo salina, solugdo de dextrose,
albumina sérica e solugao de Ringer.

Os ingredientes ativos da composigdo farmacéutica, de acordo
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com a invengdo, podem ser administrados a um individuo de uma série de
maneiras. As vias de administragdo incluem as vias intradérmica, transdér-
mica (por exemplo, em formulagdes de liberagao lenta), intramuscular, intra-
peritoneal, intravenosa, subcutanea, oral, intracraniana, epidural, topica e
intranasal. Qualquer outra via terapeuticamente eficaz de administragdo
pode ser usada, por exemplo, absor¢do através de tecidos epiteliais ou en-
doteliais ou por terapia génica, onde uma molécula de DNA que codifica o
agente ativo é administrada ao paciente (por exemplo, por intermédio de um
vetor), que faz com que o agente ativo seja expressado e secretado in vivo.
Além disso, a proteina ou proteinas de acordo com a invengao podem ser
administradas junto com outros componentes de agentes biologicamente
ativos tais como tensoativos, excipientes, diluentes e veiculos, farmaceuti-
camente aceitavel.

Para administragdo parenteral (por exemplo, intravenosa, subcu-
tanea, intramuscular), a proteina ou proteinas ativas podem ser formuladas
como uma solugdo, suspensdo, emulsdo ou p6 liofilizado, em associagao
com um veiculo parenteral farmaceuticamente aceitavel (por exemplo, agua,
solugao salina, solugdo de dextrose) e aditivos que mantém a isotonia (como
por exemplo, manitol) ou a estabilidade quimica (como por exemplo, estabili-
zadores e tampdes). A formulagao é esterilizada por técnicas usadas comu-
mente.

A biodisponibilidade da proteina ou proteinas ativas, de acordo
com a invengdo, também pode ser melhorada usando procedimentos de
conjugagao que aumentam a meia-vida da molécula no corpo humano, como
por exemplo, ligando a molécula a polietilenoglicol, como descrito no pedido
de patente PCT WO 92/13095.

As quantidades terapeuticamente eficazes da proteina ou pro-
teinas ativas serdo fungdo de muitas variaveis, inclusive o tipo de antago-
nista, a afinidade do antagonista por IL-18, qualquer atividade citotdxica re-
sidual apresentada pelos antagonistas, via de administragdo, condigao clini-
ca do paciente (inclusive o desejo de manter um nivel atéxico de atividade
de IL-18 enddgena).
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Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" é tal que, quando
administrada, o inibidor de IL-18 resulta na inibicdo da atividade biolégica de
IL-18. A dosagem administrada, como dose Unica ou doses multiplas, a um
individuo variaréa dependendo de uma série de fatores, inclusive das proprie-
dades farmacocinéticas do inibidor de 1L-18, via de administragdo, condigGes
e caracteristicas (sexo, idade, peso corporal, satde, porte) do paciente, ex-
tensdo dos sintomas, tratamentos concomitantes, freqliéncia do tratamento e
do efeito desejado. O ajuste e a manipulagdo de faixas de dosagem estabe-
lecidas estdao dentro da capacidade dos versados na técnica, bem como os
métodos in vitro e in vivo para determinar a inibigdo de IL-18 em um indivi-
duo.

De acordo com a inveng&o, o inibidor de IL-18 é usado em uma
quantidade entre cerca de 0,001 e 100 mg/kg ou entre cerca de 0,01 e 10
mg/kg, ou entre cerca de 0,1 e 5 mg/kg de peso corporal, ou cercade 1 a 3
mg/kg de peso corporal, ou cerca de 2 mg/kg de peso corporal.

A via de administragao, que é preferida de acordo com a inven-
¢ao, é a administragdo por via subcutdnea. A administragao intramuscular é
ainda preferida de acordo com a invengao. Para administrar o inibidor de IL-
18 diretamente no local da sua agao, prefere-se também administrar por via
tépica.

Em outras modalidades preferidas, o inibidor de IL-18 é admi-
nistrado diariamente ou a cada dois dias.

As doses diarias sdo usualmente dadas em doses divididas ou
na forma de liberagao prolongada eficaz para obter os resultados desejados.
Uma segunda administragdo ou administragdo subseqliente pode ser reali-
zada em uma dosagem que € igual, menor ou maior do que a dose inicial ou
anterior administrada ao individuo. Uma segunda administragdo ou adminis-
tragdo subsequente pode ser administrada durante ou antes do inicio da do-
enca.

De acordo com a invengao, o inibidor de IL-18 pode ser admi-
nistrado de forma profilatica ou terapéutica a um individuo antes, simultane-

amente ou seqliencialmente com outros esquemas ou agentes terapéuticos
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(por exemplo, esquemas com multiplas drogas), em uma quantidade tera-
peuticamente eficaz, particularmente com um inibidor de TNF e/ou outro
agente vascularprotetor. Os agentes ativos que sdo administrados simulta-
neamente com outros agentes terapéuticos podem ser administrados na
mesma composi¢do ou em composigdes diferentes.

A invengao refere-se ainda a um método para a preparagéo de
uma composi¢do farmacéutica que compreende misturar uma quantidade
eficaz de um inibidor de IL-18 e/ou um antagonista de TNF com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

A invencéo refere-se ainda a um método para tratar uma doencga
vascular periférica, compreendendo administrar uma quantidade farmaceuti-
camente eficaz de um inibidor de IL-18, opcionalmente em combinagdo com
uma quantidade farmaceuticamente eficaz de um antagonista de TFN, a um
paciente que dela necessita.

Tendo sido agora descrita esta invengao, os versados na técnica
devem avaliar que a mesma pode ser realizada dentro de uma ampla faixa
de pérémetros, concentragoes e condigdes equivalentes, sem fugir do espi-
rito e do ambito da invengdo e sem experimentagdo desnecessaria.

Embora esta invengdo tenha sido descrita em relagdo a suas
modalidades especificas, deve-se entender que ela pode ser modificada adi-
cionalmente. Este pedido de patente pretende cobrir quaisquer variagées,
usos ou adaptagdes da invengado, que seguem, em geral, os principios da
invengao e incluindo tais afastamentos da presente descrigdo, conforme eles
entrem em pratica dentro desta area técnica a qual a invengdo pertence, e
conforme possam ser aplicados as caracteristicas aqui anteriormente enun-
ciadas, como se segue no ambito das reivindicagdes apensas.

Todas as referéncias aqui citadas, inclusive artigos ou resumos
de periddicos, pedidos de patente norte-americanos ou estrangeiros, publi-
cados ou ndo publicados, ou quaisquer outras referéncias, sdo aqui inteira-
mente incorporadas como referéncia, inclusive todos dados, tabelas, figuras
e textos apresentados nas referéncias citadas. Adicionalmente, os teores

inteiros das referéncias citadas dentro das referéncias aqui citadas também
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sao inteiramente incorporados como referéncia.

A referéncia a etapas de métodos conhecidos, etapas de méto-
dos convencionais, métodos conhecidos ou métodos convencionais, ndo é
de forma alguma uma admissao de que qualquer aspecto, descrigdo ou mo-
dalidade da presente invengédo esta descrita, enunciada ou sugerida nas
técnicas relevantes.

A descricao precedente das modalidades especificas revelara
assim completamente a natureza geral da invengao, de tal modo que outras
pessoas podem, aplicando os conhecimentos dentro da habilidade dos ver-
sados na técnica (inclusive os teores das referéncias aqui citadas), modificar
e/ou adaptar facilmente para varias aplicagoes tais modalidades especificas,
sem experimentagao desnecessaria, sem fugir do conceito geral da presente
invengdo. Portanto, pretende-se que tais adaptagdes e modificagbes estejam
dentro do significado de uma série de equivalentes das modalidades descri-
tas, baseado nos ensinamentos e orientagoes aqui apresentados. Deve-se
entender que a fraseologia ou terminologia aqui utilizada é com o propdsito
de descrigdo e nao-limitagdo, de tal modo que a terminologia ou fraseologia
do presente relatério descritivo deva ser interpretada pelos versados na téc-
nica a luz dos ensinamentos e orientagdes aqui apresentados, em combina-
Gao com os conhecimentos dos versados na técnica.

Exemplos
Exemplo 1

Inibigao de IL-18 Reduz Isquemia Periférica
Métodos:

Introdugéo de Isquemia na Pata Traseira

Camundongos C57BL/6J machos (Iffa Creddo, Lyon, Franga)
sofreram cirurgia para induzir isquemia unilateral da pata traseira. Os ani-
mais foram anestesiados por inalagéo de isoflurano. A ligadura foi realizada
na artéria femoral direita, 0,5 cm perto da bifurcagao da veia safena e das
artérias popliteas. Os camundongos (7 animais por grupo) foram entao alo-
jados sob condigdes especificas isentas de patégenos por 3 ou 28 dias. Para

examinar o papel de IL-18BP na angiogénese induzida por isquemia, um
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grupo de camundongos recebeu injegdo com 60 ug do plasmideo de ex-
pressao de IL-18BP murino, pcDNA3-mIL18BP em ambos musculos crania-
nos tibiais, como descrito anteriormente (Mallat et al., 2001). Os camundon-
gos do controle receberam inje¢ado com a mesma dosagem do plasmideo de
controle vazio. Pulsos elétricos transcutaneos (8 pulsos elétricos de onda
quadrada de 200 V/cm, 20 min de duragao a 2 Hz) foram distribuidos por um
eletropulsador PS-15 (Genetronics), usando dois eletrodos de placa de ago
inoxidavel, colocados afastados 4,2 a 5,3 mm, em cada lado da perna. Esta
estratégia foi usada porque demonstrou-se anteriormente que ela aumenta
os niveis plasmaticos de IL-18BP, diminui a atividade plasmatica de IL-18 e
inibe o desenvolvimento e a progressao de placas ateroscleréticas (Mallat et
al., 2001).

Quantificagdo da Angiogénese

Microangiografia

A densidade dos vasos foi avaliada por microangiografia de alta
definigdo no final do periodo de tratamento, como descrito anteriormente
(Silvestre et al., 2000; Silvestre et al., 2001). Resumidamente, os camun-
dongos sd@o anestesiados (inalagdo de isoflurano) e um meio de contraste
(sulfato de bario, 1 g/ml) foi injetado através de um cateter introduzido dentro
da aorta abdominal. As imagens (3 por animal) captadas por um transdutor
de raios X foram montadas para obter uma visdo completa das patas trasei-
ras. A densidade dos vasos foi expressa como uma percentagem de pixels
por imagem ocupada pelos vasos na area de quantificagdo. Uma zona de
quantificagdo foi delineada no lugar da ligadura na artéria femoral, joe-
Iho,borda do fémur e limite externo da perna.

Densidade Capilar

A andlise microangiografica foi completada pela avaliagdo das
densidades capilares em musculos isquémicos e nao-isquémicos, como
descrito anteriormente (Silvestre et al., 2000; Silvestre et al., 2001). Segoes
de tecido congelado (7 um) foram incubadas com anticorpo monoclonal do
rato direcionado contra CD31 (20 pg/ml, Pharmingen), para identificar capila-

res. As imunocoloragdes foram visualizadas usando sistemas de visualiza-
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¢ao com peroxidase de rabano silvestre e avidina-biotina (Vectastain ABC kit
elite, Vector Laboratories). As densidades capilares foram calculadas em
campos escolhidos aleatoriamente de uma area definida, usando o software
Histolab (Microvision).

Formacgao de Imagens de perfusao por Doppler a Laser

Para conseguir evidéncia funcional quanto a mudangas na vas-
cularizagao induzidas por isquemia, foram realizados experimentos de for-
magdo de Imagens de perfusdo por Doppler a Laser, como descrito anteri-
ormente (Silvestre et al., 2000; Silvestre et al., 2001). Resumidamente, os
pélos em excesso foram removidos com creme depilatério da pata antes da
formagédo das imagens, e os camundongos foram colocados sobre placa de
aquecimento a 37°C, para minimizar a variagao de temperatura. Contudo,
para considerar as variaveis, inclusive a luz e a temperatura ambientais, a
perfusdo calculada foi expressa como uma relagdo entre a perna isquémica
e a nao-isquémica.
Andlise Estatistica

Os resultados estdo expressos como média *+ erro padrao mé-
dio. A andlise unidirecional da variancia ANOVA foi usada para comparar
cada parametro. Comparagdes do teste post-hoc de Bonferonni foram entao
realizadas para identificar quais diferengas entre grupos sao responsaveis
pelo ANOVA significante global. Um valor de p < 0,05 foi considerado como
estatisticamente significante.

Resultados:

Microangiografia

No terceiro dia (dia 3), as relagdes das pontuagées angiograficas
das pernas isquémica/ndo-isquémica nao foram afetadas, em qualquer um
dos dois grupos (Figura 1). Em contraste, no dia 28, a pontuagdo angiografia
apresentou um aumento de 1,6 vez em camundongos tratados com IL-18BP,
comparado com os controles (p < 0,01).

Densidade Capilar

Os dados microangiograficos foram confirmados por analise da

densidade capilar depois de coloragao de CD31. No dia 28, a densidade ca-
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pilar da perna isquémica dos camundongos do controle foi menor do que
aquela da pemna nao-isquémica (415 + 31 versus 688 + 42 vasos/mm?, p <
0,01). Entretanto, a densidade capilar da perna isquémica dos camundongos
tratados com IL-18BP foi significativamente mais alta (aumento de 1,4 vez)
do que aquela dos camundongos do controle (588 + 48 versus 415 + 31 va-
sos/mm?, respectivamente. p = 0,01), e ndo difere do nivel observado na
perna nao-isquémica.

Formacido de Imagens de Perfusdo por Doppler a Laser

As medigbes da densidade microangiograficas e capilares esta-
vam associadas a mudancgas na perfusao sanguinea. A recuperagao do fluxo
sangliineo da perna traseira ocorreu nos camundongos tratados e também
nos ndo-tratados. Entretanto, nos camundongos tratados com IL-18BP, um
aumento maior no fluxo sangliineo (perfusao da pata) foi evidente no dia 28,
comparado com os animais do controle (1,5 vez, p < 0,01, Figura 2).
Exempilo 2

Regulagédo de VEGF, Nivel de Proteina fosfo-Akt e eNOS
Metodo:

A expressao de VEGF, fosfo-Akt e eNOS (proteina de 6xido ni-
trico sintase endotelial) foi determinada por "western-blot" em pemas isqué-
micas e nao-isquémicas, como descrito anteriormente (Silvestre et al., 2000;
Silvestre et al., 2001).

Resultados:

VEGF: No dia 3, nenhuma mudanga no nivel da proteina VEGF
foi observada entre as pernas isquémicas e nao-isquémicas em qualquer um
dos dois grupos. No dia 28, nos camundongos do controle, o teor da protei-
na VEGF tendeu a aumentar na perna isquémica quando comparado com a
nao-isquémica, mas isto ndo atingiu significancia estatistica. Em contraste, o
nivel da proteina VEGF da perna isquémica foi acentuadamente regulado de
forma ascendente em 120% nos camundongos tratados com IL-18BP, com-
parado com os controles (p < 0,05) (Figura 3).

Fosfo-Akt: No dia 3, o nivel da proteina fosfo-Akt nao foi modifi-

cado nas patas traseiras isquémicas e nao-isquémicas, independentemente
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do tratamento. No dia 28, nos camundongos do controle, o teor da proteina
fosfo-Akt foi aumentado em 60% na pata traseira isquémica, comparado com
a nao-isquémica (p < 0,01). Este aumento no teor de fosfo-Akt da pema is-
quémica duplicou em camundongos tratados com IL-18BP (110% de au-
mento, p < 0,05, comparado com o0 aumento na perma isquémica dos ca-
mundongos do controle) (Figura 4).

eNOS: No dia 3, o teor da proteina eNOS nao foi afetado na is-
quémica (107 £ 8% versus 103 + 24%) e nas pernas nao-isquémicas (100 +
12% versus 94 + 21%) para o controle e animais tratados com IL-18BP, res-
pectivamente. No dia 28, nos camundongos do controle, os niveis de eNOS
foram elevados em 55% na perna isquémica em relagdo a nao-isquémica
(155 + 8% versus 100 +11%, respectivamente, p < 0,05). Tal aumento ndo
foi afetado pelo tratamento com IL-18BP (160 + 12%, p = 0,61, versus con-
trole isquémico).
Exemplo 3

Efeito de IL-18BP sobre EPCs (células progenitoras epiteliais)
Métodos:

Andlise de Citometria de Fluxo

Acredita-se que as células EPCs sédo derivadas de células pro-
genitoras hematopoiéticas Sca-1-positivas (Takahashi et al., 1999). A per-
centagem de células mononucleares que expressam a proteina marcadora
de EPCs Sca-1 foi entdo determinada por citometria de fluxo. Sete dias apds
a isquemia, as células mononucleares foram isoladas do sangue periférico
(300 pl) e da medula 6ssea de camundongos tratados com o plasmideo
pcDNAS3 vazio ou o plasmideo pcDNA3-mIL18BP (n = 5 por grupo). As cé-
lulas da medula éssea foram obtidas enxaguando as tibias e fémures. As
células mononucleares de baixa densidade foram isoladas por centrifugagao
com gradiente de densidade com Ficoll. As células mononucleares foram
entdo incubadas com anticorpos monoclonais conjugados com isotiocianato
de fluoresceina (FITC) contra Sca-1 (D7, BD Pharmingen). Anticorpos idénti-

cos a isétipos serviram como controles.
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Ensaio de Diferenciacdo de EPCs

Imediatamente apds o isolamento, 5 x 108 células mononuclea-
res derivadas da medula éssea também foram colocadas em placas de cul-
tura de células de 35 mm revestidas com vitronectina do plasma do rato
(Sigma) e gelatina (0,1%) e mantidas em meio basal endotelial (EBM2, Bio
Whittaker). Depois de 4 dias em cultura, as células ndo aderentes foram re-
movidas e as células aderentes foram submetidas a analise imunoquimica.
Para detectar a absorgao de lipoproteina de baixa densidade acetilada mar-
cada com 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3"-tetrametilindocarbocianina (AcLDL-Dil), as
células foram incubadas com AcLDL-Dil (Tebu) a 37°C por 1 h. As células
foram entao fixadas com paraformaldeido a 2%, incubadas com um anticor-
po de coelho policlonal primario direcionado contra o fator von-Willbrand
(VWF) (DAKO) por 1 h, e com IgG anti-coelho monoclonal marcado com
FITC (H+L) por 30 min (Coulter). As células positivas com coloragdo dupla
para AcLDL-Dil e também vWF foram julgadas como sendo EPCs, e elas
foram contadas por cavidade. Trés investigadores independentes avaliaram
o numero de EPCs por cavidade contando trés campos de alta poténcia se-
lecionados aleatoriamente. Os resultados estdao expressos como percenta-
gem do nimero total de células mononucleares.

Resultados:

Acredita-se que as EPCs derivam de células mononucleares
Sca-1-positivas (Takahashi ef al., 1999). A percentagem de células mononu-
cleares Sca-1-positivas no sangue periférico permaneceu ndo modificada
nos animais tratados com IL-18BP, comparado com os camundongos do
controle (31,5 £ 13% versus 28,5 + 13%, respectivamente). Similarmente, o
numero global de células mononucleares Sca-1-positivas isoladas da medula
6ssea nao diferiu entre os camundongos tratados com IL-18BP e os animais
do controle (4,35 + 0,95% versus 5,87 + 0,22%, respectivamente). Além dis-
so, o tratamento com IL-18BP nao afetou o nimero total de células mononu-
cleares do sangue periférico ou da medula 6ssea (dados nao ilustrados).

As EPCs foram isoladas e cultivadas a partir de células mononu-

cleares da medula 6ssea e caracterizadas como células de coloragao dupla
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positivas quanto a AcLDL-Dil e VWF. A percentagem de células com colora-
¢ao dupla-positiva foi quase ndo detectavel nos animais nao-isquémicos (<
5%, n = 4). A isquemia induziu um aumento acentuado na percentagem de
células com coloragéo dupla positiva para AcLDL-Dil e VWF (48 + 3%, p <
0,001 versus os animais nao-isquémicos). Tal efeito foi expandido ainda
mais pelo tratamento com IL-18BP (48 + 3% nos controles versus 85 + 2%
nos camundongos tratados com IL-18BP, p < 0,001) (Figura 5). Assim sen-
do, o tratamento com IL-18BP parece estimular a diferenciagdo de células
mononucleares em EPCs ao invés de aumentar o nimero de células proge-

nitoras na circulagéo.
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REIVINDICAGOES

1. Uso de uma proteina de ligagdo a IL-18 (IL18BP), caracterizado
pelo fato de ser na fabricagdo de um medicamento para o tratamento de uma
doenga vascular periférica das extremidades.

2. Uso, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que a doenga vascular periférica € doenga arterial periférica.

3. Uso, de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, caracterizado pelo
fato de que a doencga vascular periférica € doencga vascular periférica das
extremidades inferiores.

4. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3,
caracterizado pelo fato de que a doenga vascular periférica das extremidades
€ acompanhada de claudicagéo.

5. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que a doenga vascular periférica € doenga de
Buerger (tromboangeite obliterante).

6. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagées 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que a doencga vascular periférica é isquemia
periférica.

7. Uso, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo fato
de que a isquemia periférica € isquemia critica dos membros.

8. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 7,
caracterizado pelo fato de que a doenga vascular periférica das extremidades
€ acompanhada de gangrena e/ou ulcera.

9. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 8,
caracterizado pelo fato de que a doenga vascular periférica das extremidades
€ acompanhada da amputagdo de membros.

10. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 9,
caracterizado pelo fato de que a proteina de ligagdo a IL-18 (IL18BP) é
glicosilada em um ou mais sitios.

11. Uso de um vetor de expressao compreendendo a sequéncia
codificadora de proteina de ligagao a IL-18 (IL18BP), caracterizado pelo fato

de que é para preparagao de um medicamento para o tratamento de uma
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doenca vascular periférica das extremidades.
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