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¢do cruzada sintética.

Descrevem-se anticorpos monoclonals homoconjugados com
grande afinidade para os antigénios, proporcionando maior activi-
dade terapéutica e que sao utilizados para a preparacido de compo-

sicbes farmacéuticas para tratamento e diagndstico de certas doen

Os homoconjugados, sdao preparados, normalmente, com an-
ticorpos monoclonais da classe IgG que se ligam ao mesmo determi-~

nante antigénico e que estdo ligados de forma covalente, por liga
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Estes homoconjugados sdo constituidos por pelo

lativamente ao antigénio seleccionado. Os homoconjugados
zes de atravessarem a placenta.

Descrevem-se ainda métodos de tratamento gue

os homoconjugados citados antes.
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dois mondmeros de imunoglobulina de modo a proporcionarem uma mo-

lécula idéntica a IgG que é tetravalente, hexavalente ou mais, re
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"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE COMPOSIGOES FARMACEUTICAS

CONTENDO ANTICORPOS MONOCLONAIS HOMOCONJUGADOS™

Antecedentes da Invencdo

Os anticorpos monoclonais tém vindo a reve
lar-se altamente promissores como agentes imuno-terapéuti-
cos extremamente especificos e com potenciais efeitos secun
darios minimos. Deste modo, est&o a ser desenvolvidos anti-
corpos monoclonais para uma grande diversidade de aplicagdes,
tais como o tratamento de tumores, doengas infecciosas e dis
tirbios de auto-imunidade, regulag&o do sistema imunoldgico e
outras. Infelizmente, apenas alguns anticorpos monoclonais
possuem as qualidades que tornam possivel wutilizd-los de um
modo bem sucedido no processo de transicfo da pesquisa e de-

senvolvimento para o regime clinico.

A utilidade terapéutica ou de diagndstico
dos anticorpos monoclonais resulta de diversos factores para
além da simples fixag8o ao antigénio desejado. O anticorpo
tem de possuir uma afinidade de fixagdo que se considere
suficiente, o que constitui uma medida do poder inerente a
fixag8o do anticorpo ao seu epitope correspondente. Tem de
possuir também um nivel relativamente elevado de avidez, o

qual reflecte a estabilidade total do complexo anticorpo-
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-antigénio baseando-se na valéncia do anticorpo (e do anti-
génio) e no arranjo geométrico dos componentes intervenien-
tes. Tanto a afinidade como a avidez de diferentes anticor-

pos podem variar muito.

Muitas vezes o anticorpo monoclonal selec
cionado tem de pertencer a um isdtipo adequado ou a uma sub
classe para que se inicie com eficadcia as funcgdes efectoras
desejadas. Estas fungBes incluem a fixagfo do complemento,a
fixag&o aos macréfagos efectores ou aos leucbéeitos polimor-
fonucleares ou ainda outras propriedades que possam ser ne-
cessdrias para uma determinada aplicagfo terapéutica. 0 isd
tipo afecta também a bio-distribuigdo, a semi-vida, a pas-

sagem transplacental e outras caracteristicas do anticorpo.

De um modo geral, da-se preferéncia aos
anti-corpos IgG relativamente aos anticorpos IgM na malo-
ria das utilizacdes terapéuticas. Quando se comparam 0s
IgM com IgG, verifica~se que os IgG tém habitualmente
semi-vidas, in vivo, mais longas e s&0 capazes de atraves
sar a placenta atingindo o feto e, quando formulados sob a
forma de uma composicdo farmacéutica, podem ter um periodo
de vida mais longo quando armazenados. No entanto, as mo-
léculas de IgG s&o monoméricas e tém apenas dois sitios de
fixacdo do antigénio, pelo que a avidez é muito menor do

que a de um anticorpo IgG comparavel, que é pentavalente



e que possui dez sitios de fixagdo do antigénio.

Verifica-se com frequéncia que é muito
dificil, com a tecnologia convencional, identificar os anti-
-corpos monoclonais que possuem a especificidade de fixacgdo
ao antigénio, a afinidade e as fungdes efectoras desejadas.
Desenvolveram-se técnicas de ADN recombinantes para evitar
o método imprevisivel e extremamente trabalhoso de se efec-
tuar um simples rastreio de grandes nimeros de células trans
formadas ou fundidas produtoras de anticorpos. Clonaram-se
os genes que codificam as regides variaveis (ou hiper-varié
veis) de fixag8o do antigénio, de um anticorpo que possuia
uma especificidade de fixagdo desejada, a seguir aos genes
que codificam as regifes constantes do anticorpo que medeiam
as funcles efectoras desejadas. Ver, por exemplo,a patente
de invengdo norte-americana N2 4 816 397, as publicacgdes do
European Patent Office EP 173 494 e 239 400 e a publica-
¢do do PCT WO 89/07142. Estes procedimentos podem também
ser bastante trabalhosos e tém tido apenas validade expe-
rimental limitada. Mesmo nos casos em que se utilizam estes
procedimentos, pode-se ser confrontado com um anticorpo de
IgG recombinante que n&o possua avidez suficiente para ini
ciar fungles efectoras biologicamente importantes ou com
moléculas de IgM que possuam a actividade terapéutica dese
jada mas, que possuam aS:desvantagens gerais associadas a IgM

tal como anteriormente se referiu.
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Pode melhorar-se a avidez dos anticorpos

IgG aumentando a valéncia das moléculas para um numero supe
rior a dois. Mais interaccdes entre o anticorpo e o anti-
geno originariam ligag8es mais estreitas e estabilizariam a
interacgfo anticorpo-antigénio, o que constitui geralmente
um importante contributo para a utilizagdo terapéutica. Os
anticorpos IgG de alta avidez (através de uma ligacfo multi-
valente) e qué tém as funcgBes efectoras desejadas seriam al
tamente preferidos em relacfo aos anticorpos comparaveis de
baixa avidez, embora até a data nfo tenham sido ainda des-

critos anticorpos possuidores de tais caracteristicas.

De acordo com 0 anteriormente exposto,con
clui-se que nesta especialidade o que se torna necessario sio
os melos para a produgio de anticorpos IgG de alta avidez e
que possuam as fungdes efectoras desejadas, ao mesmo tempo
que possibilitem evitar muitas das dificuldades inerentes
aos trabalhos que envolvam IgM. A presente invenc&o preenche

de um modo notdvel estas e outras necessidades.

SUMARIO DA PRESENTE INVENCKO

Os anticorpos homoconjugados possuem uma
eficdcia terapéutica melhorada em comparagdo com 0sS correspon
dentes anticorpos monoméricos iniciais. Esta actividade pode
dever-se, inter alia, a interacgles de maior avidez e func8es

efectoras melhoradas. De acordo com o anteriormente exposto,



os anticorpos que se ligam ao mesmo antigénio e especialmen
te ao mesmo determinante antigénico sfo covalentemente uni-
dos por ligagdo cruzada de um ao outro por acoplamento qui-
mico de sintese para proporcionar estes homoconjugados. Os
homocon jugados englobam geralmente pelo menos duas a trés
moléculas de anticorpo, normalmente da classe das IgG. Os
anticorpos consistem preferencialmente em anticorpos mono-
clonais que podem pertencer a diversas espécies. Para admi
nistragdo aos seres humanos os anticorpos serio normalmente

de origem humana ou de murino ou possuirfo regides constan-

tes humanas.

Deste modo, proporcionam-se composigdes
farmacéuticas que incorporam um veiculo farmaceuticamente
aceitavel e pelo menos duas moléculas de anticorpo IgG, que
Se-ligam essencialmente ao mesmo determinante antigénico e
que se encontram quimicamente ligadas uma a outra por uma
ligagdo covalente de sintese. Podem utilizar-se com fins
terapéuticos os anticorpos homoconjugados e as suas compo-
sigBes farmacéuticas em métodos de tratamento de doencas
relacionadas com antigénios, por exemplo, para promover a
protecgdo contra infecgdes, tais como as infecgBes provoca-
das pela E. coli ou pelos estreptococos do grupo B, ini-
bir o crescimento de tumores da mama e outros, regular a
resposta imunoldgica e similares. Uma vez que os homocon-
jugados de anticorpos IgG sfo capazes de atravessar a pla-

centa, podem utilizar-se as preparacdes para tratar o feto
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no utero.

De acordo com um outro aspecto da presente
invencéo, proporciona-se um melhoramento substancial nos métg
dos para administracfo terapeutica de anticorpos monoclonais
a um paciente, para o tratamento de uma doenca associada a
um antigénio. O melhoramento engloba a administracgdo ao paci
ente de anticorpos monoclonais homoconjugados com ligacéo
cruzada por covaléncia e que tém pelo menos duas moléculas
de anticorpo IgG que se ligam ao mesmo determinante antigé-
nico do antigénio associado a doenca. De acordo com os aspec-
tos preferenciais da presente invencdo, os anticorpos tém

ligac8o cruzada por pontes de dissulfureto.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1, apresenta cromatogramas de
perfis de FPLC de misturas de homoconjugados de IgG, com o
tempo de retengfo representado ao longo do eixo do X e o va-
lor A280 representado ao longo do eixo do Y; Os picos de-

signados por A, B e C representan, respectivamente, frac

¢Bes triméricas, diméricas e monoméricas;

A Figura 2 ilustra a actividade de fixa-
¢80 acrescida em EIE de homoconjugados (dimeros ou trimeros)
em comparag¢fo com os mondmeros iniciais do anticorpo monoclo-

nal D3, um anticorpo monoclonal de IgG humana que se liga ao



grupo hidrato de carbono dos estreptococos do brupo B;

A Figura 3 ilustra a actividade de fixacg&o
acrescida de homoconjugados (dimeros ou trimeros) em compara
¢do com os mondmeros iniciais do anticorpo monoclonal S5E1-
-G, um anticorpo monoclonal de IgG humana que se fixa ao

hidrato de carbono capsular da E. coli K1;

A Figura U4, ilustra a actividade de fixa-
¢do acrescida em EIE de homoconjugados (dimeros) em compa-
ragdo com os monémeros iniciais de BR6Y4, um anticorpo mono
clonal de IgG de murino que se fixa a um antigénio associado

ao tumor da mama humana;

A Figura 5, ilustra a actividade de fixa-
¢do comparativa do anticorpo homoconjugado dimérico BR96 na
presenga de linhas de células tumorais, apresentando a Figura
5A a actividade de fixag8o na presenca de uma linha de cé-
lulas do tumor da mama humana H3760B e indicando a Figura
5B a actividade de fixag¢8o na presenca de uma linha de cé-
lulas do tumor do pulm8o humano H2707, apresentando a Fi-
gura 5C a actividade de fixagf8o na presenga de uma linha de
células do tumor do pulmfo humano H2987, representando a
Figura 5D a actividade de fixag8o na presenca de uma linha

de células do tumor da mama humana H3396;

A Figura 6, representa a actividade opsé



nica acrescida na presenga dos estreptococos do gZrupo B, dos
homocon jugados diméricos e triméricos do anticorpo monoclonal

humano D3, em comparagfo com o mondmero de IgG inicial;

A Figura 7 representa a determinacio da
opsonofagocitose melhorada pelos homoconjugados do anticorpo
monoclonal D3 na presenga dos estreptococos do grupo B, es-
tirpes M94 e I334, em comparacdo com a actividade do anti-

corpo monomérico D3;

A Figura 8, indica a actividade opsoénica
acrescida na presenga de E. coli K1 dos homoconjugados dimé
ricos e triméricos do anticorpo monoclonal humano 5E1-G  em

comparacdo com o mondmero de IgG inicialj

A Figura 9 representa a determinac&o da
opsonofagocitose melhorada conferida pelos homoconjugados do
anticorpo monoclonal 5E1-G na presenca dasestirpes H16 e
A1l4 de E.coli K1 3 em comparagfo com a do mondémero do anti-

corpo;

A Figura 10 demonstra a citotoxicidade
acrescida dependente do complemento na presenca da linha de
células do tumor da mama H3630 conferida pelos homoconju-
gados diméricos do anticorpo monoclonal BR6LY em comparacéo

com o monémero da IgG inicialj

A Figura 11 ilustra a citotoxicidade con-



ferida pelos homoconjugados de BR96 e pelo anticorpo mono-
clonal monomérico na presenca de uma linha de células do

tumor da mama H3396; e

A Figura 12, indica a proteccdo in vivo
conferida pelos homoconjugados do anticorpo monoclonal D3 e
pelo mondmero de controlo em diferentes concentragles do an-

ticorpo.

DESCRICAO DOS ASPECTOS ESPECIFICOS

A presente invengdo proporcidna homocon
jugados de anticorpos monoclonais na presenca de antigénios
seleccionados e ainda métodos para a preparacio dos referi-
dos homoconjugados. Mediante ligacgdo quimica de moléculas
de anticorpo preparam-se homoconjugados que possuem uma.va-
léncia acrescida e duas ou mais regiBes Fc. De acordo com
estes procedimentos, podem obter-se diversos efeitos inclu-
indo, inter alia, aumentos na avidez de ligagido, na fixa-
¢cdo do complemento, . na activagfo celular, na opsonofagoci-
tose, etc. Deste modo, a presente inveng&o proporciona a
possibilidade de se converterem anticorpos de utilidade pro
vavelmente limitada 1in vivo em anticorpos que possuam carac
teristicas que conduzam de um modo mais significativo a uma
actividade terapéutica pretendida. A homoconjugacdo pode
servir, por exemplo, para se converter um mondmero de IgG

de fraca avidez de ligacdo num mondmero de avidez superior




e com maior capacidade de promover funcgSes efectoras que

provavelmente ndo seriam atingidas na situagdo anterior.

Por"homoconjugado" entende-se a associa-
¢do covalente ou a ligag8o .de duas, trés ou mais moléculas
de anticorpo que se ligam ao mesmo determinante antigénico,
formando desse modo homodimeros, homotrimeros, etec. de
anticorpo. Podem preparar-se os homoconjugados a partir de
dois, trés ou mais anticorpos monoclonais diferentes (isto
é, os anticorpos produzidos por diferentes 1linhas de célu-
las perpétuas) que se ligam aos mesmos determinantes anti-
génicos (epitopes) no antigénio. Os anticorpos monoclonais
que constituem o homoconjugado podem ser diferentes (produ-
zidos a partir de distintas linhas de células) mas, de pre-
feréncia, serdo os mesmos, isto &, obtidos a partir da mesma
linha de células, constituindo deste modo uma preparacio re-
lativamente homogénea de anticorpos monoclonais com uma espe
cificidade de fixacfo antigénica virtualmente idéntica. A
expressdo "fixagfo ao mesmo ou essencialmente ao mesmo epi-
tope" refere-se aos anticorpos monoclonais que s&o capazes
de uma competicg&o reciproca ou nfo reciproca com outros para
ligag&o ao antigénio. O especialista saberd como conduzir
os ensaios imunoldgicos de competigdo, como, por exemplo, o
ensaio radioimunoldgico ou o ensaio imunoldgico enzimdtico,
tal como se encontra descrito de um modo geral, por exemplo,

na patente de invencdo norte-americana N2 3 817 837; e por
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Harlow e Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, Cold

Spring Harbor, NY, Cold Spring Harbor Press, 1988; e Day,

Advanced Immunochemistry, NY, Wiley-Liss Publicarions 1990,

considerando-se o seu conteido aqui incorporado por referén

cia.

Também se pode alterar, de modo a obte
rem-se as funcfes efectoras desejadas, as regifes Fc dos
anticorpos monoclonais utilizados para a homoconjugacdo ou
outros aspectos da molécula de imunoglobulina que essencial
mente nfo afectam a especificidade de ligacio ao antigénio.
Pode ser aconselhavel, por exemplo, substituir o dominio
Fc para 1ligacg&o da proteina A numa molécula que n&o possua
esta capacidade para tornar mais facil a purificacg8o ou
outra operagdo semelhante. Podem efectuar-se outras substi-
tuigdes para diminuir a imunogenicidade, aumentar ou dimi-
nuir a activacdo do complemento, a ligagfo a célula recep-
tora, o controlo da velocidade catabdlica, a transferén-
cia placental ou intestinal, a capacidade para participar na
citotoxicidade celular dependente do anticorpo e outros as-
pectos da regulagéo imunoldgica. Localizaram-se numerosas
funcdes do anticorpo num dominio ou dominios da regido cons

tante: Ver, Paul, Fundamental Immunology, New York, NY,

Raven Press, 1984, que aqui se incorpora a titulo de refe-
réncia. Encontra-se disponivel uma grande variedade de té-
cnicas para a preparacio de imunoglobulinas recombinantes,

como, por exemplo, as referidas na patente de invengdo norte
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-americana N2 4 816 397 nas publicag®es do European Patente
Office, EP 173 U494 e 239 400 e na publicacdo PCT WO 89/07142
que aqui se incorporam a titulo de referénecia. De acordo com
0 anteriormente exposto, as imunoglobulinas homoconjugadas
podem ser quaisquer entre as de cadeia densa e suas sub-clas-
ses. As imunoglobulinas de cadeia leve podem ser de tipo

K (capa) ou /R (lambda).

Na presente invencgdo, da-se especial pre-
feréncia aos homoconjugados de anticorpos que possuam cadeias
densas T (gama) de modo a formar homoconjugados de molecu-
las de IgG multivalentes. Geralmente, dd-se preferéncia as
sub-classes de IgG 1, 2, 3 e 4 (humanas), 1, 2a, 2b e
3 (murino), as sub-classes humanas 1 e 3 e -as sub-classes
de murino 1, 2a e 2b nas aplicagles em que seja necessaria
uma mdxima fixagdo do complemento, ligacfo a mondeitos, macrd
fagos e células polimorfonucleares e capacidade para atraves-
sar a placenta. Podem aumentar-se substancialmente as fun-
¢Bes efectoras dos anticorpos IgG2 e IgGu humanos, de acordo
com procedimentos de homoconjugagdo que s&o descritos na pre-

sente invenc&o.

A presente invencdo contempla ainda a utili
zag8o, em determinadas circunstancias dependendo do uso pre-
tendido, dos anticorpos de cadeia densa de tipo « (alfa), mu

(miu), ¢ (epsilon) ou § (delta) para homoconjugagdo, con-



forme aqui se descreve.

A afinidade de fixacg#do dos anticorpos
para utilizac&o nos homoconjugados podera ser variavel, mas
sera geralmente de pelo menos ‘IO_4 M, estara habitualmente

compreendida entre pelo menos 10-6 M e 1077

M e encontrar-
-se-a normalmente compreendida entre cerca de 10_8 e cerca
de 10_9 M ou superior. A avidez dos homoconjugados prepara-
dos a partir destes anticorpos estara geralmente compreen-

6

dida entre pelo menos cerca de 10 =~ M e 10—7 M e preferen-
cialmente entre pelo menos cerca de 10—8 e 10_10 M, podendo
ainda ser superior. Os meios para determinagdo da afinidade

e da avidez s&o conhecidos e encontram-se descritos em Day,

Advanced Immunochemistry, supra. Embora se possa aumentar

quantitativamente a avidez dos homoconjugados, de um modo ge-
ral, também se aumentard qualitativamente a avidez e as fun-
¢8es efectoras dos homoconjugados, como evidenciado por exem
plo, nos ensaios de fixacdo ao antigénio e outros ensaios
funcionais que aquli se descrevem e que farfo parte do conhe-

cimento geral dos especialistas.

As imunoglobulinas que constituem os homo
conjugados podem pertencer a qualquer espécie ou combinacgfo
de espécies a partir das quais podem ser preparados os anti-
corpos monoclonais. Embora seja relativamente facil produ-
zir anticorpos monoclonais de murino, com a especificidade

de fixacdo antigénica desejada, é muito mais diffecil produ-



zir anticorpos monoclonais de seres humanos com a especifi—
cidade desejada e que possuam as propriedades desejadas da
regldo constante. Os anticorpos monoclonais humanos s&o pre-
feriveis para determinadas aplicag¢8es, especialmente para o
diagnostico in vivo e para a terapia de seres humanos de
modo a minimizar o seu reconhecimento como corpos estranhos

pelo sistema imunoldgico do paciente.

Embora as imunoglobulinas de murino-e de
seres humanos sejam as mais vulgarmente produzidas também se
podem wutilizar anticorpos monoclonais ou suas porgles, ori-
ginados noutras espécies, por exemplo, lagomorfos, bovinos,
ovinos, equinos, suinos, aves e semelhantes. Devera ter-se
em consideragfo que as técnicas para a producgé&o de anticorpos
monoclonais e as técnicas de engenharia genética evoluiram de
tal modo que é possivel fazer-se o intercdmbio entre as sequén
cias do anticorpo de uma determinada espécie com as sequéncias
de um anticorpo de outras espécies. Deste modo, e tal como se
utiliza na presente invencdo, a designacgdo anticorpo 'humano™"
refere-se a um anticorpo que é efectivamente humano na sua
origem mas que também pode conter algumas sequéncias nZo huma

nas e/ou n&o imunoglobuliniecas.

De modo idéntico, no que se refere a imu-
noglobulina, que na presente invencdo se utiliza como sino-
nimo de anticorpo, devera ter-se em atengdo que algumas se-

quéncias n&o imunoglobilinicas se podem encontrar presentes



¢l

¢

o

na molécula embora retendo a capacidade de se fixar ao anti
génio. 0 termo imunoglobulina designa a totalidade das imu

noglobulinas e os seus fragmentos de fixacgéo.

Os anticorpos utilizados para homocon-
jugac8o podem ser substancialmente mono-especificos, isto
€, preparag8es relativamente puras de anticorpos essencial-
mente homogéneos obtidos a partir de anti-soros policlonais
ou podem ser anticorpos monoclonais. Obtém-se os anticorpos
monoclonais que se fixam a um desejado antigénio ou a um
seu epitope a partir da linha de células que os segrega.
Pode isolar-se a 1linha de células produtoras de anticorpos
a partir das células B de diversas espécies utilizando tée-
nicas convencionais de fusdo, de transformacgfo viral ou
outras técnicas de imortalizacg8o conhecidas pelo especialis
tas Podem orignar-se, por exemplo, anticorpos monoclonais
humanos wutilizando técnicas de transformac&o do virus de
Epstein-Barr (VEB), técnicas de fus&o do hibridoma ou asso
clagdo das mesmas. Ver, por exemplo, Kozbor e outros,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79 (1982), 6651 e as patentes de invencéo

norte-americanas N2s 4 U6L 465 e U4 624 921, que aqui se in
corporam a titulo de referéncia. A designagdo "anticorpo
monoclonal"™ refere-se a um anticorpo produzido por uma li-
nha de células clonais  imortalizada, separadas das células
produtoras de anticorpos com uma especificidade de fixac#o

antigénica diferente. Deste modo, os referidos anticorpos



monoclonais produzem-se e isolam-se a partir de outros anti
corpos monoclonais e, de acordo com o anteriormente exposto,
numa forma praticamente pura (relativamente aos outros anti
corpos) e segundo uma concentracfo geralmente superior a

existente normalmente nos soros das espécies animais que ser

vem como fonte de células B.

Assim, deverd considerar-se que a presen
te invengdo n&o se limita a especificidade’ de fixagdo an-
tigénica dos homoconjugados particulares que aqui se exem-
plificam mas também pode ser utilizada no tratamento de
diversas doengas associadas a antigénios, especialmente
aqueles para as quais os anticorpos monoclonais tem sido
terapeuticamente administrados. Por doenca associada ao
antigénio devera entender-se uma doenga cuja manifestacg#o
coincida com a presenga clinica de um antigénio estranho
(por exemplo, bactérias, virus ou antigénios de tumor ou
associados a tumor) ou auto-antigénios (como nos casos das
doengas de autoimunidade). Foi descrita uma grande varie-
dade de anticorpos monoclonais na literatura técnica e na
literatura referente as patentes de invencgéo, muitas das
quais se encontram publicamente disponiveis nos depodsitos
de células como, por exemplo, na American Type Culture Col-
lection, 12301 Parklawn Dr., Parkville, MD 20852, cujo cata

logo, ATCC Catalogue of Cell Lines and Hybriomas, 6& ed.

1988, se incorpora aqui a titulo de referénecia. Exemplos

rerpesentativos de anticorpos monoclonais encontram-se des
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critos, por exemplo, nas patentes de invengdo norte-ameri
canas Nos L 596 769, 4 689 299, I 753 894, 4 834 975,
4 834 976, U4 925 800 e U4 958 009, que se incorporam aqui
a titulo de referéncia. Os métodos descritos na presente
invencf8o possibilitam a producdo de novos homoconjugados 11
gados por ligagdo cruzada, a partir de imunoglobulinas obti

das a partir dessas linhas de células.

Poderdo produzir-se as imunoglobulinas
homoconjugadas e quimicamente ligadas, por conjugacéo qui-
mica de anticorpos, utilizando procedimentos laboratoriais
bem conhecidos assim como utilizando reagentes para ligacédo
cruzada. Por "quimicamente ligadas" pretende-se referir que
as moléculas de imunoglobulina foram unidas por sintese, isto
é, ndo foram produzidas por uma célula, estando ligadas umas
as outras por ligacg8es covalentes. O método preferencial
de conjugagdo consiste na formagdo de pelo menos uma liga-

cdo covalente entre as moléculas de imunoglobulina.

As moléculas de imunoglobulina podem for
mar complexos ou ligarem-se quimicamente umas as outras se-
gundo diversos procedimentos de ligagdo quimica bem conhe-
cidos na especialidade. As regides Fc ou Fab podem servir
como sitio de ligagdo. A ligacdo pode ser directa, o que
engloba as ligacgBdes que contém um grupo de ligacdo de sin-
tese, ou indirectas, significando isto uma ligagdo que pos-

sui um parte interveniente, tal como uma proteina ou um pép-
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tido, por exemplo, a albumina plasmatica ou outras molé-
culas separadoras. Pode efectuar-se a ligacdo, por exem-
plo, através de ligantes recticulares heterobifuncionais
ou homobifuncionais, por exemplo, a carbodiimida,o gluta-
raldeido, 3-(2-piridilditio)-propionato de N-succinimi-
dilo (SPDP) e os seus derivados, a bis-maleimida, ciclo-
~hexano-1-carboxilato de U-(N-maleimidometilo) (sMmcce),
ligagfo cruzada sem ligantes recticulares exodgenos através
de grupos reactivos com as moléculas individuais,tais como
grupos hidratos de carbono, dissulfureto, carboxilo ou
amino através de oxidagdo ou reducgdo da proteina nativa ou
através do tratamento com uma enzima ou um seu similar.Os
métodos para a ligacdo cruzada quimica das moléculas de
anticorpo s&o geralmente conhecidos na especialidade, en-
contrando-se descritos diversos agentes hetero- e homo-
-bifuncionais, por exemplo, nas patentes de invencso norte
-americanas N9s U4 355 023, 4 657 853, U4 676 980,

4 925 921 e U4 970 156 e por Harlow e Lane, Antibodies, A

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY, Cold Spring

Harbor, Press, 1988 e ImmunoTechonology Catalogue and Hnd-

book, Pierce Chemical Co., 1989, cujo conteido se encon-
tra aqui incorporado por referéncia. Regra geral, estas
ligag¢8es cruzadas de sintese n&o deverdo afectar substan-
cialmente a regifio de fixag&o do antigénio das moléculas

nem as fungles efectoras pretendidas.
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Pode efectuar-se a detecgdo e purifica-~
¢80 das 1imunoglobulinas do homoconjugado de acordo com di-
versas técnicas em que se inclui a cromatografia liquida e
por afinidade, a centrifugacdo em gradiente e a electrofo-

rese sobre gel, entre outras. A actividade acrescida dos
homoconjugados pode ser calculada por meio de ensaios de 1i
gagdo quantitativa do antigénio, ensaios de competigdo do
anticorpo, ensalos de opsonofagocitose, ensaios de citoto
xicidade dependente do complemento, e similares. Estas tec
nicas s&o familiares para qualquer especialista e foram

descritas, por exemplo, por Harlow e Lane, supra.

As preparacgdes de anticorpos homoconju-
gados com uma capacidade de ligacg&o acrescida serdo igual-
mente Uteis no tratamento e diagndstico de diversas situa -
¢Bes que aqui se referem como doencas associadas a antigé-
nios. Os homoconjugados oferecem caracteristicas de diag-
néstico e terapéuticas significativamente melhorada em compa
ragdo com os anticorpos monoméricos n&o conjugados. Devido
a avidez acrescida dos homoconjugados & actualmente possi
vel, em determinadas circunstancias, converter um anticorpo
IgG previamente n&8o protector ou fracamente protector de
modo a ser protector contra infecgdes ou tumores, por exem-
plo, ou de modo a que actue como imunomodulador, potenci

ando ou regulando a reaccdo imunolédgica do hospedeiro para

um determinado antigénio. No caso de um anticorpo IgG para

a
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um determinado antigénio ou para um determinado epitope do
antigénio ser protector e de um anticorpo IgG monomérico nfo
se revelar protector ou ser apenas fracamente protector, um
homoconjugado produzido de acordo com os métodos descritos na
presente invengdo podera proporcionar uma avidez suficiente
para conferir uma proteccdo significativa contra as infec-
¢Bes, aniquilamento celular, ete. Por exemplo, o homocon-
jugado dimérico ou trimérico de IgG pode possuir qualidades
terapéuticas anti-infecciosas que podem ser encontradas em
determinados anticorpos multivalentes, tais como os IgM,mas
pode possuir também qualidades inerentes a mondmeros de IgG
tais como a sua capacidade para atravessar a placenta, para
se ligar aos macrdfagos e aos leucdcitos PMN, e faltar-lhe
um requisito para o complemento mediar a opsonizaco. Os
homoconjugados de IgG podem possuir outros atributos tipi
camente associados com as IgG, tais como a sua facil puri-
ficagdo, maior duracfo durante o armazenamento e uma maior

semi-vida in vivo.

Apesar de as preparacgdes de homoconjuga
dos serem uteis contra determinados alvos, tais como antigé
nios bacterianos e virais dependendo, como é evidente, da
especificidade da regiso de ligac8o do antigénio do homocon
jugado, serfio especialmente Uteis nos casos em que se torna
necessario o aniquilamento das células de mamiferos. Podem

utilizar-se, por exemplo, os homoconjugados no tratamento



de células cancerosas que despoletam antigénios especifi-
cos associados ao tumor (como por exemplo os antigénios as
sociados ao tumor da mama ou do pulmfo), inibig¢fo ou ani-
guilamento das células de mamiferos infectadas com virus

ou bactérias ou céluas que expressem antigénios associados
com uma doenca especifica de auto-imunidade.Também se podem
utilizar os homoconjugados para se eliminarem células se-
leccionadas da medula Ossea ou na imunossupressio de re-

ceptores nas transplantacgles, etc.

Como é evidente, a presente invencgdo
ndo se limita aos homoconjugados de anticorpos que oferecem
protecgdo ou exibem outros atributos funcionais in vivo como
abrange também o aumento de avidez, o que torna possivel,
uma série de procedimentos de diagndstico que, de outro modo
talvez ndo fossem praticdveis com um mondmero bivalente de

baixa afinidade e/ou de baixa avidez.

Pode determinar-se a capacidade dos an-
ticorpos resultantes para inibir um tumor, tal como um tumor
da mama ou do pulm&o, para actuarem como imunomodeladores ou
para oferecerem protecgdo contra o estimulo provocado por

um agente patogénico, por exemplo, de acordo com diversos

sistemas in vitro e in vivo que s&o do conhecimento do

especialista. No Exemplo III a seguir descrito apresenta-
-se um protocolo exemplificativo para a protecgdo contra a

infecgfo pela E. coli K1, em que se utiliza um anticorpo



homoconjugado que ndo conferia proteccdo ou conferia apenas

uma fraca protecc8o, como uma IgG.

Os novos homoconjugados de anticorpos mo
noclonais e as composigfes farmacéuticas preparadas a partir
dos mesmos s&o0 especialmente uteis quando administrados no
tratamento profildctico e/ou terapéutico de uma doenca asso
ciada a um antigénio. Pode administrar-se a composicio far-
macéutica, de preferéncia, por via parenteral, isto &, por
via sub-cut@nea, intramuscular ou intravenosa, ou por via
oral. Deste modo, a presente invencgdo proporciona composi-
¢Oes para administragio parenteral constituidas por uma solu
gdo de preparagdes de anticorpos monoclonais homoconjugados
ou por uma mistura de anticorpos monoméricos e homoconjuga-
dos dissolvidos num veiculo aceitavel, de preferéncia, um
veiculo aquoso. Podem utilizar-se diversos veiculos aquosos
como, por exemplo, égua, agua tamponada, solucg8o salina a
0,4 %4, glicina a Q,3 % e similares. Estas composig8es podem
ser esterilizadas de acordo com as técnicas de esterilizacgédo
convencionais e bem conhecidas. As composicgdes podem conter
substancias auxiliares farmaceuticamente aceitaveis necessa-
rias para fazer a aproximacdo das condig8es fisioldgicas,
tais como agentes para ajustamento do pH e agentes tamponan
tes, agentes para ajustamento da toxicidade e similares,como
por exemplo, o acetato de sédio, o lactato de sdédio, o clo-

reto de sédio, o cloreto de potassio, o cloreto de calcio,



etc. A concentragéo de anticorpo nestas formulagfes pode
variar amplamente, isto é, entre um valor inferior a 0,5 %
e normalmente igual ao proximo de 1 % até um valor da ordem
de 15 ou 20 % em peso e sera seleccionada fundamentalmente
pelos volumes de fluidos, viscosidades, etc., de acordo

com o modo especifico de administracio seleccionado, como a
situacdo que se pretende tratar, por exemplo, uma doenca
infecciosa, tal como uma infecg8o por estreptococos do gru
po B ou por E. coli, um tumor, tal como o carcinona da
mama, etc., e de acordo com o individuo que se pretende tra

tar, isto é, se é um adulto, uma crianga ou um recém-nascido.

Deste modo, uma composig&o farmacéutica
tipica para infusfo intravenosa e para tratar uma infeccdo
num adulto, devera ser preparada de modo a conter 250 ml de
solugdo de Ringer esterilizada e entre cerca de 100 mg e
10 g de anticorpo. Os métodos actuais para a preparacdo de
compostos administraveis por via parenteral ou oral s&o do
cnhecimento dos especialistas e encontram-se descritos mais

pormenorizadamente, por exemplo, em Remington's Pharmacal

Science, FEaston, P.A., Mack Publishing Company, 162 ed.

1982, que aqui se incorpora por referéncia.

As composigdes que contém os anticorpos
homoconjugados da presente invenc¢8o ou uma mistura dos mes
mos podem ser administradas para fins profilacticos e/ou

terapeéuticos. As aplicagdes terapeuticas administram-se
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as composig¢les a um paclente, que ja sofra de uma doenga,
numa quantidade suficiente para curar ou pelo menos inter-
romper parcialmente a doenga ou as suas complicacdes. Uma
quantidade adequada para atingir esta finalidade define-se
como "uma dose terapeuticamente eficaz". As quantidades
eficazes para esta finalidade dependerfo da gravidade da
doenga, isto é, se se trata de uma infecgfo, de um tumor,
etc., da idade do paciente e do estado geral do sistema

imunolégico do referido paciente.

De um modo geral, as quantidades varia-
rédo entre cerca de 0,1¢€ cerca de 50 mg de anticorpo por qui
lograma de massa corporal, por dose, sendo mais comum utili
zarem-se dosagens compreendidas entre 5 e 25 mg de anticor
po por quilograma, por paciente. Os materiais da presente
invencdo podem geralmente ser utilizados em estados graves
de doenga, isto é, em situacBes de risco de vida ou situa-
¢l8es de risco de vida ou situagdes de potencial risco de
vida. Em tais casos, tendo em vista a minimizag¢8o de subs-
tancias exteriores e a possibilidade de regeigBes menores
a "substancias estranhas" que podem ocorrer quando se admi
nistra, por exemplo, anticorpos homoconjugados elogénicos
ou anticorpos monoconjugados quiméricos que a presente in
vencdo torna viavel, é possivel e desejavel que o médico
assistente administre quantidades bastante excessivas dos

referidos anticorpos.

Nas aplicag®es profildcticas administram
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~-se as composice8es contendo os anticorpos da presente inven
¢do, ou as misturas dos mesmos, a um paciente que nfo se en
contre ainda num estado de doenga, de modo a aumentar a resis
téncia do paciente. Esta quantidade define-se como " a dose
profilacticamente eficaz". Neste caso, as quantidades exac=-
tas dependerdo mais uma vez, do estado de saude do paciente
e do nivel geral de imunidade, mas variardo geralmente en-
tre 0,1 e 25 mg por quilograma, especialmente entre 0,5 e
2,5 mg por quilograma. Uma utilizacdo profildctica preferida
ééﬁgiste no tratamento de fetos e de receém-nascidos em ris
co de infeccdo através das suas proprias mées. Quando o tra
tamento depende da passagem através da placenta, pode ser
necessario ajustar a dosagem de modo a reflectir a percenta
gem-de anticorpo que é capai de passar através do sangue da

mulher gravida para o feto.

Podem efectuar-se administrag¢des simples
ou miltiplas das composicdes, sendo os niveis de dose e as
normas prescritas pelo médico assistente. Em qualquer - .dos
casos, as formulacgdes farmacéuticas deverdo proporcionar uma
quantidade de anticorpo homoconjugado suficiente para tra-

tar o paciente.

Os anticorpos homoconjugados da presente
invencgdo também podem ter diversas utilizag8es in vitro.
A titulo de exemplo, os anticorpos homoconjugados de IgG, re

feridos no Exemplo I seguinte podem ser utilizados para a
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detecgdo da presenga de estreptococos do grupo B ou de E.

coli K1, para preparacgdo de vacinas ou similares.

Para diagnostico in vitro, os anticorpos
podem encontrar-se marcados ou ndo marcados. Os anticorpos
humoconjugados ndo marcados utilizam-se especialmente nos
ensalos de aglutinagdo ou podem ser utilizados em combina-
¢do com outros anticorpos marcados (anticorpos secundarios)
que reagem com os anticorpos homoconjugados, tais como 0s
anticorpos especificos para as regides Fc. Em alternativa
pode marcar-se directamente o anticorpo. Pode utilizar-se
uma ampla diversidade de agentes marcadores, tais como 0s
radionuclidos, particulas (como, por exemplo, ouro, ferri-
tina, particulas magnéticas, eritrdcitos), flior,enzimas
extractos enzimaticos, cofactores enzimdticos, inibidores
de enzimas, ligandos (especialmente os haptenos), etc..
Encontram-se disponiveis numerosos tipos de ensaios imunolé
gicos que s&o do conhecimento dos especialistas, tais como
os ensaios intercalados e os competitivos que se encontram
descritos, por exemplo, na patente de invencdo norte-ameri-
cana N2 4 376 110, que aqui se incorpora por referéncia,e

descritos por Harlow e Lane, supra.

Também se fornecem estojos que contém os
anticorpos que constituem o objectivo da presente invencgéo
que poderdo ser utilizados na protecc¢do ou na deteccdo da

presenca de um determinado antigénio seleccionado. Deste

-



modo, as composigbes de anticorpos que constituem o objec-
tivo da presente invencdo podem ser proporcionadas habitu-
almente numa forma liofilizada num recipiente, quer isolo-
damente quer em conjugagdo com anticorpos adicionais. Os
anticorpos que podem ser conjugados com um marcador ou - com
uma toxina, ou n&o conjugados, sdo incluidos nos estojos
com tampdes, tais como Tris, fosfato, carbonato, etc.,
estabilizantes, biocidas, proteinas inertes, por exemplo,
albumina sérica ou similares, contendo ainda esse estojo de
instrucfes para utilizacfo. De um modo geral, estes mate
riais encontrar-se-8o presentes numa percentagem inferior a
cerca de 5 % em peso, com base na quantidade de anticorpo
activo e encontram-se habitualmente presentes numa quanti-
dade total inferior a cerca de 0,0001 % em peso, com Dbase
na concentracgdo do anticorpo. Frequentemente é aconselhavel
que se encontre incluido um excipiente ou carga inerte para
diluir os ingredientes activos, devendo o excipiente encon-
trar-se presente numa percentagem que varie aproximadamente
entre 1 e 99 % da composic8o total. Quando num ensaio se
utiliza- um segundo anticorpo capaz de se ligar aos anti-
corpos homoconjugados, este encontrar-se-a presente num
frasco separado. 0O segundo anticorpo encontra-se habitual-
mente conjugado com um marcador e formulado de modo andalogo
as formulagSes de anticorpos anteriormente descritas.

Os exemplos que Se seguem tém apenas uma
finalidade ilustrativa, n&o devendo de modo algum limitar o

ambito da presente invencéo.



EXEMPLO I

Preparacfo de homoconjugados de anticorpos monoclonais

Neste exemplo indicam-se meios para a pre-
paragdo de homoconjugados de diversos anticorpos monoclonais
representativos para a selecgdo de antigénios bacterianos e
de tumores. Os homoconjugados foraﬁ depois testados em ensaios

funcionais descritos nos exemplos seguintes.

Prepararam-se homoconjugados dos seguintes
anticorpos monoclonais: anticorpo monoclonal D3, um anticor
po de IgGTthnm; que se fixa aos hidratos de carbono do grupo
B dos estreptococos do grupo B.5E1-G, um anticorpo monoclonal
de IgG1 humana que se liga ao hidrato de carbono capsular
da E. coli K1. BR64, um anticorpo monoclonal de IgG, de
murino que se liga ao antigénio associado ao carcinoma humano
ingiuindo os carcinomas do cbélon, da mama, do ovario e do
pulm&o. O anticorpo BR6Y4 encontra-se depositado na Ameri-
can Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville
M.D., sob o nimero de depdsito ATCC No HB 9895. O anticorpo
BR96 que também se encontra depositado na American Type Cul-
ture Collection, sob o numero de depdsito ATCC N2 HB 10036
e que é um anticorpo monoclonal quimérico de IgG humana -IgG
de murino que se liga aos antigénios associados ao tumor do

pulmdo e ao tumor da mama.
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Brepararam-se os homoconjugados de cada
um dos anticorpos utilizando maleimido-butiriloxi-succini-
mida e iminotiolano, de acordo com o protocolo descrito a
seguir. Efectuou-se a didlise dos anticorpos (1 mg/ml)
durante a noite na presenca de um tamp&o de acoplamento
(Na,HPO, 0,1 M dibasico, hepta-hidratado, NaCl 0,1 M, pH
7,5). Tiolou-se a ml de anticorpo adicionando sob agitacéo
cloridrato de  2-aminotiolano (Pierce Chemical Co.), 50 pl
(0,5 mg) de uma solugfo de 2-iminotiolano (10 mg/ml em tam
p&o de acoplamento). Tratou-se uma segunda aliquota de anti
corpo (1 ml) com N- T -maleimido-butiriloxi-succinimida
(GMBS) (Calbiochem, La Jolla, CA)S}ﬂ.UHy@de solucgdo de
GMBS (1 mg em 360 pl de dimetilformamida (DMF)). Cada uma das
aliquotas tratadas de anticorpo foi incubada durante 1 hora
a temperatura ambiente e depois verteram-se os anticorpos
em coluna PD-10 (Pharmacia) previamente equilibrada com tam
p&o de acoplamento. Apdés um volume total vazio de 2,6 ml,
recolheram-se os anticorpos no dobro do volume original.Mis-
turou-se entdo as aliquotas de anticorpos tratadas com GMBS
e as aliquotas de anticorpos tioladas e efectuou-se a incuba
cdo a temperatura ambiente durante 5 horas. Interromperam=-
-se as reacgdes adicionando 1 pl de JS-mercaptoetanol
(J3-ME) 25 mM (1 pl em 560 Pl de tampdo de acoplamento) e
incubou-se durante 15 minutos a temperatura ambiente. Inter
rompeu-se a adigdo de /3-ME e adicionou-se 11 ul (11 pg) de
N-etilmaleimida (Sigma Chemical Co.,St. Louis) na concentra-

cdo de 1 mg/ml em DMF. Efectuou-se a didlise das prepara-
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¢Bes de homoconjugados, durante a noite, em solug8o salina
tamponada com fosfato (PBS) e procedeu-se a separacdo por
cromatografia de exclusdo dimensional recorrendo as técni-
cas de FPLC Superose-6 e Superose-12 (Pharmacia, Uppsala
Suécia). Na Fig. 1 apresentam-se os cromatogramas das colu-

nas de FPLC para os anticorpos monoclonais D3, 5E1-G e BR64.

EXEMPLO TIT

Actividade de Ligac8o dos Homoconjugados

Comparou-se a capacidade dos homoconju-
gados dos anticorpos monoclonais tetravalentes e hexavalen
tes para se ligarem a antigénios com a capacidade de liga-
cdo de anticorpos monoméricos de IgG bivalente. Mediu-se a
ligacdo dos homoconjugados anti-GBS na presenca da estirpe
GBS (I334) ligada em cavidades de microtitulagio utilizando
poli-L-lisina (PLL). Comparou-se as concentracgdes equivalen
tes de proteina equivalentes do mondmero D3 do anticorpo ndo
tratado, com as dos homoconjugados diméricos e triméricos de
IgG fraccionados por FPLC. Efectuou-se o ensaio de ligacdo
com anticorpos especificos anti-cadeia gama humana, marcados
com biotina. Os resultados encontram-se indicados na Fig. 2
onde pode verificar-se que as actividades relativas de liga-
cd0 das preparacdes de homoconjugados diméricos ou triméri-
cos eram significativamente superiores as do mondmero ini-

cial de IgG.

Para sedeterminar a ligacdo dos homocon-



Jugados de anticorpos anti-E.coli K1, ligou-se a estirpe
H16 de E.coli a cavidades de microtitulacdo utilizando
poli-L-lisina. Efectuou-se a comparacdo do anticorpo 5E1-
-G, ndo tratado, com os homoconjugados diméricos e trimé-
ricos de IgG, preparados tal como anteriormente se descreveu.
Fez-se reagir concentragBes equivalentes de proteina dos an
ticorpos com a E. coli. Efectuou-se o ensailo de ligacgdo com
anticorpos especificos anti-cadeia gama humana, marcados
com biotina. Na Fig. 3 indicam-se os resultados podendo ve-
rificar-se que as actividades relativas de ligacgdo das prepa
racdes de homoconjugados diméricos e triméricos eram signi-

ficativamente superiores a do monomero inicial de IgG.

Para se determinar a capacidade do anti-
corpo BR6Y4, anti-tumor da mama e dos seus homoconjugados,
desenvolveu-se uma linha -de células de tumor da mama, 3396
em cavidades de microtitulagdo. Efectuou-se a comparagéo
do anticorpo BR6Y4 ndo tratado, com os homoconjugados diméri-
cos e triméricos de IgG. Fez~se reagir concentrag¢des equi-
valentes de proteina dos anticorpos com as células de tumor
da mama. Efectuou-se o ensaio com anticorpos especificos
anti-cadeia gama de murino marcados com biotina. Na Fig, 4
iniciam-se os resultados, sendo possivel verificar-se que
as actividades relativas de ligacdo das preparagdes de homo
conjugados diméricos e triméricos eram significativamente

superiores a do mondmero inicial de IgG.

Para sedeterminar a fixac8do dos anticor-
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I‘
pos anti-tumor da mama e anti-tumor do pulm&o, utilizaram-se

como alvos duas linhas de células da mama (H3396 e H3760B)
e duas linhas de células do pulmdo (H2987 e H2707). Liga-
ram-se células recentemente tratadas com tripsina a placas
de microtitulagdo wutilizando PLL e o protocolo ELISA de
acordo com a descricfo que se segue. Diluiu-se PLL até uma
concentracdo de 1 pg/ml em PBS e efectuou-se a adsorgio em
placas de microtitulag&o de 96 cavidades da Immulon, opera
¢80 essa que se realizou incubando a solugdo de PLL a razfo
de 75 Pl/cavidade durante 1 hora e a temperatura ambiente.
As linhas de células de carcinoma (cultivadas em IMDM com
15 % de FCS) foram tratadas com tripsina, lavadas duas ve-
zes e efectuada nova suspensio das mesmas em PBS numa con-
centracdo de 2 x 105 células/ml. As placas com PLL tra-
tadas de acordo com o protocolo ELISA foram tratadas 3 ve
zes com uma mistura de solugio salina/Tween (efectuaram-se
todos os passos de lavagem com um sistema de lavagem de=esco
amento por gravidade). Adicionou-se a sﬁspenséo celular a
raz&o de 100 pl/cavidade (cerca de 20 000 células/cavidade)
e incubou-se durante 1 hora a temperatura de 3790. Lavaram-
-se entdo as placas 3 vezes com uma mistura de solugdo sali-
na/Tween. Diluiram-se os anticorpos num diluente caracteri§
tico da espécie (leite desnatado em pd a 5 %, 100 pl/l de
espuma A, timerosal, a 0,01 % p/v em PBS), que depois se

adicionou as placas ELISA (100 pl/cavidade) e efectuou-se



a incubacg&o durante 1 hora a temperatura ambiente. A seguir a
incubagdo lavou-se trés vezes as placas com uma mistura de
solugdo salina/Tween e utilizou-se como reagente do segundo
passo, anti-IgG humana ou de murganho (Tago) conjugada na
cabra com peroxidase e dilufda num diluente caracteristico
da espécie (100 pl/cavidade) e incubou-se durante 1 hora a
temperatura amblente. Depols lavou-se as placas 5 vezes com
uma mistura de solucgdo salina/Tween e adicionou-se tetrame-
tilbenzidina (TMB) cromogénio (TMB), diluido a 1:100 em
substrato tamponado, (100 pl/cavidade), tendo-se depois incu
bado as placas durante 20 minutos. Interromperam-se as reac-
¢8es adicionando HESOH 3N a razfo de 100 pl/cavidade e efec
tuou-se a leitura das placas segundo dois comprimentos de onda

450/630 nm.

Efectuou-se a comparacdo dos anticor-
pos monoclonais BR96 nfo tratados, com os dimeros de homo-
conjugados de IgG de BR96 utilizando concentragdes protei-
cas do anticorpo aproximadamente equivalentes. Os resulta-
dos apresentados na Fig. 5A-D, para cada uma das linhas de
células tumorais ensaiadas indicam que a actividade de liga
cdo relativa na presencga das quatro linhas de células tumo-
rais devida a preparac8o homoconjugada predominantemente di
mérica era superior a actividade do monOmero inicial de IgG

de Br96.



EXEMPLO TITT

Actividade Acrescida dos Homoconjugados In Vitro

Para se determinar a eficdcia in vio dos
homocon jugados dos anticorpos monoclonais para GBS, efectuou-
-se o ensaio de opsonofagocitose in vitro. Ensaiaram-se o0s
homoconjugados para E. coli K1 no que se refere a sua activi
dade funcional, de acordo com dois tipos de ensaios de opso-
nizagdo que se descrevem a seguir. Ensaiaram-se os homocon=-
jugados de BR6Y quanto a sua funcSo in vitro, num ensaio de
citotoxicidade dependente do complemento e ensaiaram-se os homo
conjugados de BR96 num ensaio de citotoxicidade independente

do complemento.

Opsonisacgdo de GBS pelos Homoconjugados de D3

Efectuaram-se os ensaios de opsonofagoci
tose, no que se refere a GBS, do seguinte modo: prepararam-
-se as bactérias inoculando 10 ml de caldo triptico de soja
(CTS) com 50 pl de um caldo de cultura, durante uma noite.
Incubaram-se os tubos a 370C num misturador, durante 3 horas,
apds o que se centrifugou 1,5 ml da cultura durante 1 minuto
a 10 000 x g, tendo-se posto de parte o meio de cultura exaus
to e efectuando nova suspensdo do sedimento em 3,5 ml de so=-
lucdo salina de Hank equilibrada que continha 0,1 % de gela-

tina e HEPES 5 mM (HBSS/Gel). Ajustaram-se as concentragdes

bacterianas para aproximadamente 3 X 1OLl bactérias/ml, de
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acordo com as determinacgles efectuadas a uma D.O.6OO e
efectuando as diluigBes adequadas (aproximadamente 1 :

: 50 000). Isolaram-se os neutréfilos humanos de acordo com
Van Furth e Van Zwet ("In Vitro Determination of Phagocy-
tosis and Intracellular Killing by Polymorphonuclear and

Mononuclear Phagocytes", 1in Handbook of Experimental Immuno-

logy, D.M. Weir, ed., Oxford Blackwell Scientific Publica-
tion, 22 edicgdo, Vol. 2, 1973, 36.1 - 36.24, embora se tives
sem efectuado diversas modificac8es. A pelicula amarelada
resultante de 5 ml do sangue heparinizado, diluido a 1:2
em PBS, ficou subjacente ao meio de separacdo de 1linfdeci-
tos e foi centrifugada. Lavou-se o sedimento de gldbulos
vermelhos (GV) uma vez, com meio RPMI 1640 e voltou a efec
tuar-se nova suspensgo num volume 1igual de PBS a 37°C.Ad1
cionou~se 25 ml desta suspensdo a 25 ml de dextrano a 2% (em
PBS a 3700) e misturou-se total e suavemente. Decorrido um
periodo de incubacdo de 20 minutos a 3700, para permitir que
os GV sedimentassem, removeu-se o sobrenadante (contendo
neutrdéfilos, 1lavou-se duas vezes em PBS a 4°C , uma vez em
HBSS/Gel e efectuou-se a sua suspensio no mesmo meio numa

T neutréfilos/ml. Para fonte do com

concentracgdo de 5 x 10
plemento utilizada com GBS, fez-se absorver o soro humano
trés vezes com bactérias vivas [Bjornson, A. B. e Michael,

J.B., J. Inf. Dis., 130 Suppl : S119-5126 (1974)] cor-

respondentes aos organismos utilizados no ensaio.

Para o ensaio, introduziu-se em micro-

-

S

3



ke

tubos de ensaio esterilizados de centrifugadora, feitos de
propileno e com uma capacidade de 1,5 ml, uma quantidade de
250 pl de preparagdo de anticorpo (homoconjugados ou mond-
meros de ensaio) em soro de vitela fetal a 10 4 em HBSS/
/gel com HEPES e 100 pl de suspensdo bacteriana (cerca de
3 X 1OLl bactérias/ml). Decorridos 30 minutos a 3700 adicio-
nou-se 150 Pl de solugf&o contendo 75 pl do complemento,

51 pl de neutréfilos (5 x 107

ml) e 25 pl de HBSS/gel.Incu
baram-se as misturas num dispositivo rotativo durante 60 mi
nutos a 3700, apds o que se colocaram numa mistura de dgua

e gelo. Decorridos 10 minutos adicionou-se 20 Pl de cada

um destes tubos a uma placa de Petri de 100 mm que continha
3 ml de agarose solidificada contendo caldo triptico de soja
a 0,5 %, seguindo-se a incubacgfo a 37OC. Decorridas 18 ho-
ras determinou-se o numero de coldnias e considerou-se os

dados como unidades de formagd&o de colonias (UFC) em cada

uma das situacgdes.

Os resultados referentes aos homoconju
gados de D3 encontram-se indicados na Fig. 6 onde se veri
fica :que os dimeros e trimeros necessitavam de muito menos
quantidade de anticorpo, expresso em nanogramas de protei
na, para opsonizar a estirpe GBS ensaiada, em comparagéo

com o mondémero inicial de IgG.

Com mais um dado da eficacia in vivo

dos homoconjugados preparados com um anticorpo monoclonal
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adicional para o hidrato de carbono do grupo B de GBS [D3,

produzido conforme descrito por Raff e colaboradores., Jde

Infect. Dis., 163 (1991) 346 e na publicacdo da patente

de invencg8o PCT WO 91/06305, que aqui se incluem a titulo

de referéncia] testou-se os ensaios de opsonofagocitose

in vitro duas estirpes de GBS, M94 e I334. Na Fig. 7 in-

dicam-se os resultados do ensaio verificando-se claramente

que os homoconjugados de D3 anti-GBS originavam uma maior
opsonizacgdo do que os isolados clinicos de GBS humano.Estes
resultados sugerem novamente que os homoconjugados aumentam
significativamente a actividade de proteccdo in vivo dos

anticorpos em comapracfo com a dos anticorpos monoclonais monuméricos

de IgG iniciais.

Opsonisacgdo de E. coli K1 pelos Homoconjugados de 5E1-G

Para se isolarem os neutrdfilos humanos
colocou-se em camadas o sangue humano heparinizado (5 ml)
sobre 3,0 ml de Meio de Resolucdo Mono-Poli (MPRM, Flow Labs)
em tubos de poliestireno e centrifugou-se durante 30 minutos
a 300 x g 2 temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo evi-
denciavam-se trés camadas celulares, contendo a camada média
neutrofilos. Removeu-se e eliminou-se o soro e a camadacelular supe
rior recolheram-se os neutrdfilos e adicionaram-se a um tubo
de 50 ml que continha PBS previamente aquecido. Céntrifuga-
ram-se os neutréfilos durante 10 minutos a 300 x g, a tempera-

tura ambiente, eliminou-se o sobrenadante, preparou-se nova



suspensdo celular do sedimento em 10 ml de meio de cultura
de tecidos (RPMI-1640) contendo 0,5 % de gelatina e ajus=-

tou-se a concentragfo celular para 5 x 106 células/ml.

Efectuaram-se os ensaios do seguinte
modo: adicionou-se a tubos de luminometria (LKB Nuclear)
100 Jpl de uma mistura contendo o homoconjugado de ensaio (5E1-
-G) ou o mondmero do anticorpo monoclonal IgG de controlo,

para P. aeroginosaflagela, 100 pl de uma suspensfo bacte-

riana em fase de crescimento exponencial (DO66O = 0,02) e
100 pl de complemento de soro humano dilufdo absorvido em
bactérias, numa concentragdo final de 3,3 %. Descongelou-
-se o complemento imediatamente antes de ser utilizado e acres
centou-se 5 pl de CaCl2 2M/ml. Colocaram=-se os tubos num
dispositivo de luminometria LKB previamente aquecido, o
que permitiu a utilizacdo-de 24 tubos num ciclo de leitura con
tinuo. Decorridos 30 minutos, durante os quais se aqueceram
0s tubos e periodicamente se agitaram, adicionou-se 100 pl
de neutrdfilos (5 x 106/ml) e 600 pl de Luminol 10_4 M em
Soluggdo Salina Equilibrada de Hank. Deu-se infcio a sessBes
de contagem durante 25 ciclos continuos, o que correspondia,
sensivelmente a 80 minutos para 24 tubos de amostra. Deter-
minou-se a intensidade de quimioluminiscéncia em milivolts

(mV), sendo



valor em mV para os tubos que continham o

anticorpo de ensaio
sinal : ruido = —memmmm

nimero médio de tubos que continham o anti-

corpo negativo

Na Fig. 8 apresentam-se os resultados
dos ensaios em que se torna evidente que os homoconjugados
originam uma maior opsonizacdo dos organismos E. coli, do
que os mondmeros iniciais de IgG. Os homodimeros e homo-
trimeros de 5E1-G possuiam uma capacidade de opsonizacgéo
significativamente maior do que a forma monomérica de IgG de
5E1-G. Uma vez que os ensaios de opsonofagocitose proporcio
ham uma previsdo especifica da capacidade,in vivo, para con
ferir protecc8o a animais (ver, por exemplo, patente de inven
¢do norte-americana N9 4 970 070, que aqui se incorpora por
referéncia), estes resultados sugerem que os homoconjugados
diméricos e triméricos aumentarfo significativamente as acti
vidades de protecc8o in vivo dos anticorpos, por comparacao

com os anticorpos monoméricos IgG iniciais.

Para se obter uma melhor confirmacdo da
eficacia in vitro e, como tal, da actividade in vivo dos homo
conjugados de anticorpos monoclonais em relagdo a E. coli K1,
ensaiaram-se estes mesmos anticorpos num ensaio de opsonofa-

gocitose, in vitro, tal como anteriormente > -descreveu, na
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presenga de duas estirpes adicionais de E. coli K1, H16 e
A14, Tal como se indica na Fig. 9, os homoconjugados anti-

-E. coli K1 originaram uma maior opsonizacgdo dos isolados cli
nicos humanos, o que sugere que as preparag8es predominante-
mente constituidas por homoconjugados diméricos aumentam signi
ficativamente a actividade de protecgfio in vivo dos anticorpos

monoclonais anti--E. coli Kit.

Citotoxicidade Dependente do Complemento dos Homoconjugados

de BROY

Também se utilizaram ensaios funcionais
in vitro para demonstrar a maior actividade funcional dos
anticorpos monoclonais homoconjugados para antigénios anti-
-tumor. Para se ensaiarem os homoconjugados de BR64, as célu-

51

las do tumor alvo (H3630) foram marcadas com Cr, incuban-

do-as numa proporgdo de 1 x 106 células/0,3 ml de meio de

cultura de tecido em 100 puCi de 51Cr durante 1 hora a 37°C
em atmosfera de 002 a6 %. Apos lavagem para remover
o excesso de 51Cr, adicionaram-se 2 X 10)-l células marca-

das em 67 pl de meio (RPMI-1640 mais soro de feto de bovino
a 15 %) por cavidade de placa de microtitulagdo. Em se-
guida, adicionou-se as cavidades em duplicado 67 pl do mo-
némero de ensaio (BR64), do mondémero de controlo negativo

(Mab 96.5) ou do anticorpo monoclonal homoconjugado (dimero),

diluidos de um modo adequado. Finalmente, adicionou-se 67 pl



de complemento de soro humano , descongelado recentemente, a
cada uma das cavidades, cobriram-se as placas com parafina e
incubaram-se a 37°C durante ! horas. Apés incubacdo centrifu-
garam-se as placas a 400 x g durante 10 minutos e removeu-se
100 pl de sobrenadante de cada uma das cavidades e colocou-

-se em tubos de poliestireno de 12 x 75 mm. Submeteu-se os

tubos a contagem num contador gama. Em todos os ensaios foram

incluidos os seguintes elementos de controlo:

QUADRO I
Anticorpo Célula

Cavidade Meio Soro Diluido Alvo

. 8
Libertacdo 134 - - 67
espontanea
Toxicidade
do Compe-
mento 67 67 - 67
Incorporacgdo
total 134 - - 67
Libertacéo

J *
maxima 67 - - 67
Apenas
anticorpo 67 - 67 67

s

As quantidades encontram-se expressas em pl/

/cavidade.



Antes de se fazer a incubacgdo da mistura de ensaio, eram
estas as unicas cavidades que continham uma quantidade

inferior a 201 pl devido ao facto de se lhes ter adicio
nadé posteriormente 67 pl de Triton X-100 para se efec-

tuar a lise das células alvo marcadas.

Determinou-se a percentagem de aniquilamento

(% de aniquilamento) a partir da seguifnte formula:

[Ensaio (CPM médio) - controlo He' (CPM médio)]

——————————————————————————————— x 100 = % de aniquilamento

Incorporag8o total [CPM médio - controlo He' (CPM médio)]

em que CPM representa o numero de unidades de contagem por
minuto em valor médio das amostras em duplicado obtidas
apds determinac¢éo efectuada com o contador gama e He!

representa o controlo de Toxicidade do Complemento.

Os resultados dos ensalos encontram-se in
dicados na Fig. 10 onde se torna evidente que o homoconju-
gado de BR6Y originou um aniquilamento das células alvo do
tumor 8 vezes superior ao aniquilamento originado pelo moné
mero inicial de IgG de BR6Y4. Mediante o ensaio CDC é pos=-
sivel geralmente prever-se a capacidade in vivo de pro-

tecgdo contra os tumores dos animais. Estes resultados



sugerem que os homoconjugados aumentardo significativamente
a utilidade destes anticorpos in vivo contra os tumores, es

pecialmente em comparagdo com os anticorpos monoméricos IgG

iniciais.

Citotoxicidade Acrescida Independente do Complemento de Homo-

conjugados de BR96 Quiméricos

Misturou-se células alvo do tumor (H3396)

numa quantidade de 5 x 105

células/tubo com 100 pl de anti
corpo de ensaio e incubou-se a 37°C durante 30 minutos. Reco
lheram-se as células e misturaram-se - com a concentrac&o ade
quada de iodeto de propidio (Sigma, 10 pg/tubo). O iodeto

de propidio consiste 'num corante reactivo com ADN que ape-
nas penetra a membrana das células mortas ou agonizantes.Des
te modo, quantificando o numero de células fluorescentes na

populagdo pode determinar-se o numero de células mortas [Hel

lstrom e colaboradores, Cancer Res., 50 (1990) 2183-2190].

Apds incubagdo durante 10 minutos procedeu-se a lavagem das
células em meio de cultura de tecidos contendo soro de vitela
fetal a 15 "%, efectuou-se a sua suspens8o no mesmo meio e
colocou-se em gelo. Analisaram-se as células quanto a sua
fluorescéncia num aparelho EPICS Fluorescence Activated Cell
Sorter que quantifica as células vivas e mortas com base na
fluorescéncia e dimens8es (as células pequenas e grandes re
presentam, respectivamente; células mortas e células vivas).

Os resultados (Fig. 11) demonstram que os dimeros homocon ju
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gados de BR96 foram muito mais eficazes no aniquilamento

das células do tumor do que o mondmero inicial. Estes resul
tados sugerem que os homoconjugados aumentario significati-
vamente a utilidade destes anticorpos 1in vivo contra os

tumores.

EXEMPLO IV

Protecgcdo In Vivo Contra a Infecgdo por E. coli K1 nos Ratos

Recém-Nascidos Utilizando Homoconjugados de IgG

Injectaram-se intraperitonealmente ratos
recem-nascidos Sprague-Dawley com uma idade inferior a 48
horas (que ainda viviam com as suas mfes) com aproximada-
mente 72 organismos de E. coli K1 e 2 horas mais tarde foi-
~lhes ministrado 1 a 5 ug de homoconjugados diméricos de 5E1-
-G ou 100 pg do anticorpo 5E1-G monomérico ou ainda anti-
corpos de controlo IgG e IgM. Em todos os ensaios as rata-
zanas recém-nascidas foram examinadas diariamente para se
verificarem os sintomas e efectuou-se uma estimativa de sobre
vivencia. Os resultados dos ensaios indicados no Quadro II
que se segue demonstram que 5 pug dos homoconjugados dimé-
ricos do anticorpo 5E1-G conferiam aos animais uma protec-
cdo contra a morte significativamente maior do que a confe-
rida aos animais aos quais tinha sido administrada vinte ve-

zes a quantidade (100 pg)'de anticorpo monomérico.



QUADRO IT

Protecgdo Conferida pelos Homoconjugados Contra as

Infecgles provocadas pela E. coli K1

Anticorpo Dose n % de sobrev. valor

(por rato) (por rato) (rato/grupo) (sobrev/estim.) de p

y %
SE1~Igl 20 ng 26 100 % 20,001
5E1-IgG Mon. 100 pg 15 ho ¢ < 0,01
Conj. 5E1-

-1gG 5 pg 14 78 % <0,01
Conj. HE1-

-IgG 1 pg 14 ' 29 % <0,05
21B8 (Con-

trolo Nega-

tivo) 100 pg 2U 0

S/anticorpo

de controlo - 25 0

¥ -

Com base na sobrevivencia do grupo experimental em
funcéo da sobrevivéncia no grupo de controlo negativo e nos
grupos de controlo aos quais nfo foi administrado qualquer

anticorpo.



EXEMPLO V

Passagem Transplacental do Anticorpo Homoconjugado

para os Fetos das Ratas Gravidas

A capacidade dos homoconjugados do anti
corpo IgG para passar através da placenta e atingirem o feto
e, deste modo, atingirem subsequentemente a geragdo seguin
te foi comparada com a capacidade do anticorpo monomérico.
Utilizou-se como modelo uma rata jovem. Teém sido utilizados
modelos idénticos de ratas para se prever a passagem trans-
placental do anticorpo ou de outras moléculas para fetos hu-

manos. Ver genericamente, Brambell, Frontiers Biol., 18

(1970) 234-276.

Dois ou trés dias antes da data previstd
para o parto, injectou-se as ratas gravidas por via intrave-
nosa com 40 pg do IgG monomérico de B5E1-G (mondmero) (Mies
1 e 2) ou do homoconjugado dimérico de IgG (M&es 3 e 4). Re-
colheram-se amostras de sangue das m8es duas horas apds a
administragdo do anticorpo, no dia do parto e também dos
ratos recém-nascidos, imediatamente apds o nascimento. Em
cada uma das amostras de sangue determinou-se a IgG total
humana € o anticorpo humano de IgG anti-E. coli K1 utili-=
zando ensaios de fixacg8o quantitativa individualmente conce-
bidos (ELISA). Utilizando anticorpos secundarios marcados

enzimaticamente ¢ especificos anti-IgG humano, nfo se detec-



tou IgG da rata nem se interferiu na determinacdo de IgG hu-

mano injectado.

A quantidade de anticorpo que ultrapassou
a barreira placentdria foi determinada conforme a seguir se

descreve.

Acoplou-se o anticorpo anti-cadeia gama
humana a placas de microtitulacdo utilizando tamp&o de car-
bonato. Apdés a adigdo de amostras dilufdas de soro das mfes
ou dos recém-nascidos ensaiou-se a ligagdo com anticorpos
especificos anti-cadeia gama humana marcados com biotina.

Uma vez que um dos grupos de mies tinha recebido apenas anti
corpo conjugado, qualquer IgG humana detectada no recém-nas-
cido seria um homoconjugado que teria ultrapassado a barreira

placentaria.

Os ensaios demonstram que os anticorpos
monoméricos e homoconjugados de IgG passaram através da bar-
reira placentdria com uma eficacia aproximadamente igual. As-
sim, o anticorpo monoclonal de IgG homoconjugado seria util
quando administrado profilacticamente a fémeas gravidas que
correcem o risco de dar a luz crias mais susceptiveis de desen
volverem uma infecgdo que pusesse em risco as suas vidas,tal
como uma infeccdo por E. coli K1, no caso desta variante da
presente invencfo. Estes dados servem também de suporte a
utilizacfo dos referidos homoconjugados no tratamento trans-

placental de diversas outras infecgfes e tumores.



EXEMPLO VI

Passagem Transplacental de Anticorpos Monoclonais

Homocon jugados para os Estreptococos

do Grupo B

Neste Exemplo demonstra-se a passagem

transplacental de anticorpos monoclonais homoconjugados D3.

Efectuaram-se os ensaios, de um modo ge-
ral, tal como se descreveu no Exemplo V para o anticorpo

monoclonal homoconjugado para a E. coli K1.

Os resultados apresentados no Quadro III
seguinte indicam que tanto os anticorpos monoméricos como o0s

homoconjugados de IgG ultrapassaram a barreira placentaria.

QUADRO TIIT: Passagem Transplacental do Anticorpo Homoconju

gado de Ratas Gravidas para os seus Recém-

-Nascidos
Tempo apds Anticorpo Injectado
Fonte Injeccgéo Homoconjugado Monomero
M&es 2 horas 1,45 + 0,42 2,4 + 0,3
Mies 3 dias 0,14 + 0,04 0,11 + 0,03

(Dia de Parto)

Crias Dia de Nascimento 0,41 + 0,1 0,70 + 0,2

a Concentracdo de IgG humana no soro de rata (pg/ml)



De acordo com o anteriormente exposto, o
anticorpo monoclonal IgG homoconjugado € Util quando admi-
nistrado profildctica ou terapeuticamente a femeas gravidas
susceptiveis de dar &4 luz recém-nascidos capazes de desen-
volver ou que jé possuam uma infecgdo, por exemplo, uma
infecgdo por estreptococos do grupo B ou por E. coli K1.
A presente invencdo também torna possivel a utilizacgdo de
homoconjugados no tratamento transplacental de diversas

outras infecgles e tumores.

EXEMPLO VII

Proteccdo In Vivo Contra Infecgdes por Estreptococos do Grupo

B com Homoconjugados de IgG

Neste Exemplo descreve-se a utilizagdo de
homoconjugados do anticorpo monoclonal D3 para conferir pro-
teccdo contra a infecgfo por estreptococos do grupo B in
vivo o que € consistente e vem confirmar os resultados dos

ensaios de opsonofagocitose efectuados in vitro.

Tal como se descreveu de um modo geral
para os estudos de protecgfo contra a E. coli K1 referidas
no Exemplo IV anterior, injectaram-se intraperitonealmente
ratos recém-nascidos com menos de 48 horas de vida (conser-
vados ainda Jjunto das suas m8es) com aproximadamente 100

organismos GBS 2 horas apos ter-lhes sido administrada uma
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injecg8o intraperitoneal de 20, 4, 0,8 ou 0,2 )e de prepara-
¢Bes de homoconjugados predominantemente diméricos, 80,

20 ou U4 pe de D3 monomérico ou de IgG de controlo. Nos en
saios examinou-se diariamente as ratas recém-nascidas duran
te sete dias, registou-se os seus sintomas e calculou-se a
sua possibilidade de sobrevivéncia. Os resultados dos dois
ensaios (conjunto de dados, 25 animais/grupo) que se apre
sentam na Fig. 12 demonstram o aumento da actividade protec-
tora in vivo, contra GBS, dos homoconjugados diméricos do
anticorpo monoclonal humano D3, em comparacgio com a do moné
mero inicial IgG. Uma quantidade t&o pequena como a U4 pg
de homoconjugado dimérico protegeu os animais de um modo

quase t&o eficaz como 80 yg do monomero.

Apesar de se ter feito a descrigdo da
presente invencdo com algum pormenor, a titulo ilustrativo e
com a finalidade de a tornar mais clara, sera evidente para
o especialista que a mesma podera ser alvo de alteracdes e

modificacdes contidas no ambito das reivindicagBes em anexo.



REIVINDICAGCOES

l1.- Processo para a preparacao de composicoes farma-~
céuticas, caracterizado pelo facto de se misturarem anticorpos
monoclonais homoconjugados de ligacdo cruzada por covaléncia,
tendo pelo menos duas moléculas de anticorpos IgG que se ligam
ao mesmo determinante antigénico, com um veiculo aceitdavel sob

o ponto de vista farmacéutico.

2.- Processo de acordo com a reivindicacdo 1, carac

terizado pelo facto de os anticorpos monoclonais homoconjugados
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terem duas moléculas de anticorpo.

3.-

terizado pelo

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, carac-

facto de os anticorpos monoclonais homoconjugados

terem trés moléculas de anticorpo.

40-
terizado pelo

da por pontes

5.

terizado pelo

6.

terizado pelo

nas.

7.

terizado pelo

Processo de acordo com a reivinq;cagéo 1, carac-
facto de os anticorpos apresentarem ligac¢do cruza

de dissulfureto.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, carac-

facto de os anticorpos serem anticorpos humanos.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, carac-

facto de as moléculas de anticorpos serem muri-

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, carac-

facto de as moléculas de anticorpos serem molécu-

las murinas-humanos quiméricas.

8.~
terizado pelo

da IgGl.

Processo de acordo com a reivindicagdo 5, carac-

facto de incluir anticorpo humano de cadeia pesa-
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9.- Processo de acordo com a reivindicagdo 1, carac-
terizado pelc facto de as composigdes farmacéuticas conferirem

proteccdo contra infecgdes provocadas por E. coli KI1.

10.- Processo de acordo com a reivindicacido 1, carac
terizado pelo facto de as composigdes farmacéuticas conferirem

protecgdo contra infecgdes provocadas por estreptococos B.
P

1l.- Processo de acordo com a reivindicacido 1, carac
terizado pelo facto de incluir anticorpos monoclonais homoconju
gados que se ligam a um antigénio associado com um tumor, e que

inibe o desenvolvimento de células de tumor da mama.

12.~ Processo de acordo com a reivindicacdo 1, carac
terizado pelo facto de incluir anticorpos monoclonais homoconju

gados capazes de atravessarem a barreira placentaria.

13.- Processo de acordo com a reivindicacdo 1, carac
terizado pelo facto de incluir moléculas de anticorpos cujas

regides constantes das cadeias leve e pesada sd3o humanos.

14.- Processo de acordo com a reivindicacdo 1, carac
terizado pelo facto de incluir anticorpos de ligacdo cruzada de

rivados da mesma linha de células.



15.- Método de tratamento de um doente portador de
doenga relacionada com um antigénio, caracterizado pelo facto
de se administrar, a esse doente, uma quantidade eficaz, com-
preendida entre 0,1 mg e 50 mg por quilograma de peso do cor-
po e por dose, de anticorpos monoclonais homoconjugados, como
componente active e de os anticorpos, citados anteriormente,
incluirem pelo menos duas moléculas de antiegrpo IgG com liga
gao cruzada por covaléncia e que se ligam ao mesmo determinan

te antigénico.

16.~- Método de acordo com a reivindicacdo 15, carac
terizado pelo facto de a doenga relacionada com o antigénio

ser uma infecc¢do provocada por estreptococos B.

17.- Método de acordo com a reivindicagdo 15, carac

terizado pelo facto de a doenc¢a relacionada com o antigénio ser

uma infecgdo provocada por E. coli KI.

18.- Método de acordo com a reivindicacdo 15, carac
terizado pelo facto de se administrarem os anticorpos monoclo-
nais homoconjugados a uma doente gravida e de estes serem capa
zes de atravessar a barreira placentidria e penetrarem na circu

lacao fetal.
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19.- Método de acordo com a reivindicacdo 18, carac-
terizado pelo facto de os anticorpos monoclonais homoconjugados
serem capazes de tratar o feto da doenca relacionada com o anti

génio.

20.- Método de acordo com a reivindicacdo 19, carac-
terizado pelo facto de a doenga relacionada com o antigénio ser

—

uma infecgdo provocada por estreptococos B ou por E. coli Kl.

2l.- Método de acordo com a reivindicacdo 15, carac-
terizado pelo facto de a doenca relacionada com o antigénio ser
um tumor da mama e de o anticorpo monoclonal homoconjugado se

ligar a um antigénio associado com o tumor mamirio.
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