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RESUMO

“ANTICORPOS ANTI-NGF PARA O TRATAMENTO DE VARIOS DISTURBIOS”

A presente

utilizacgao
distarbios
psoriase.

disturbios

invengao refere-se genericamente a métodos de

de anticorpos anti-NGF no tratamento de varios

relacionado com o NGF, incluindo asma, artrite e

Os métodos sao eficazes no tratamento destes

num doente sem terem um efeito adverso significativo

sobre o sistema imunitdrio do doente.



DESCRIGAO

“ANTICORPOS ANTI-NGF PARA O TRATAMENTO DE VARIOS DISTURBIOS”

Antecedentes da Invengao

Campo da Invencgao

A presente invencao refere-se genericamente a métodos de
utilizacgao de anticorpos anti-NGF como definido nas
reivindicag¢des, para o tratamento da dor crdnica. Os métodos sao
eficazes no tratamento deste disturbio num doente, sem ter um
efeito adverso significativo sobre o sistema imunitario do

doente.

Descricao da Técnica Relacionada

Factor de Crescimento Nervoso (NGF)

O factor de crescimento nervoso (NGF") foi a primeira
neurotrofina a ser identificada e foi bem caracterizado o seu
papel no desenvolvimento e sobrevivéncia de neurdnios
periféricos e centrais. O NGF revelou ser um factor de
manutengao e sobrevivéncia fundamental no desenvolvimento de
neurénios sensoriais simpaticos e embrionarios periféricos e
neurdénios colinérgicos do prosencéfalo basal (Smeyne et al.,
Nature 368:246-249 (1994); Crowley et al., Cell 76:1001-1011

(1994)). O NGF regula positivamente a expressao de neuropéptidos



em neurdénios sensoriais (Lindsay e Harmer, Nature 337:362-364
(1989)) e a sua actividade ¢é mediada através de dois receptores
ligados a membrana diferentes. O receptor da tirosina cinase
TrkA medeia ligacao de elevada afinidade e o receptor p75, que
estd relacionado estruturalmente com outros membros da familia
do receptor do factor da necrose tumoral, medeia ligacao de

baixa afinidade (Chao et al., Science 232:518-521 (1986)).

Além dos seus efeitos sobre o sistema nervoso, o NGF tem

sido cada vez mais envolvido em processos fora do sistema

nervoso. Por exemplo, o} NGF revelou intensificar a
permeabilidade vascular (Otten et al., Eur. J. Pharmacol.
106:199-201 (1984)), intensificar respostas imunitdrias de

células T e B (Otten et al., Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A.
86:10059-10063 (1989)), induzir a diferenciagao de linfécitos e
a proliferacdo de mastdcitos e causar a libertagao de sinais
bioldégicos sollveis a partir de mastdécitos (Matsuda et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:6508-6512 (1988) ; Pearce
et al., J. Physiol. 372:379-393 (1986); Bischoff et al., Blood
79:2662-2669 (1992); Horigome et al., J. Biol. Chem. 268:14881-
14887 (1993)).

O NGF ¢ produzido por varios tipos de c¢élula incluindo
mastécitos (Leon et al., Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A. 91:3739-
3743 (1994)), linfdécitos B (Torcia et al., Cell 85:345-356
(199%906), queratindécitos (Di Marco et al., J. Biol. Chem.
268:22838-22846)) e células do musculo liso (Ueyama et al., J.
Hipertens. 11:1061-1065 (1993)). Os receptores do NGF tém sido
encontrados em varios tipos de célula fora do sistema nervoso.
Por exemplo, o TrkA foil encontrado em mondécitos humanos,

linfdécitos T e B e mastdcitos.



Tem sido observada uma associacao entre niveis aumentados
do NGF e varios estados inflamatdérios em doentes humanos, assim
como em varios modelos animais, consistente com um papel

nao-neuronal do NGF. Estes incluem lupus eritematoso sistémico

(Bracci-Laudiero et al., Neuroreport 4:563-565 (1993)),
esclerose multipla (Bracci-Laudiero et al., Neurosci. Lett.
147:9-12 (1992)), psoriase (Raychaudhuri et al., Acta Derm.
Venereol. 78:84-86 (1998)), artrite (Falcini et al., Ann. Rheum.

Dis. 55:745-748 (1996)) e asma (Braun et al., Eur. J. Immunol.
28:3240-3251 (1998)). O0Os estados inflamatdérios crdénicos, tais
como estes sao um problema de saude publica significativo. Por
exemplo, é estimado que a artrite afecte 37,9 milhdes de pessoas
apenas nos Estados Unidos. As terapias existentes para tratar
estes estados estao limitadas significativamente. Uma
compreensao do papel que o NGF desempenha nestas doengas pode

proporcionar novos métodos para as tratar.

Foi observada uma correlacao entre stress e psoriase. Com
base nesta correlagdo e na simetria das lesdes cuténeas que
acompanham a doenga, fol proposta uma relagdo com O sSistema
nervoso (Raychaudhuri et al., Acta Derm. Venercol. 78:84-86
(1998)) . Em particular foi sugerido que o0s neuropéptidos
desempenham um papel na patogénese da psoriase. Foil descrito por
investigadores um numero aumentado de nervos cutdneos terminais
juntamente com uma regulagao positiva de um ou mais dos
neuropéptidos, tais como substancia P (SP), polipéptido
intestinal vasoactivo (VIP) e CGRP. O NGF desempenha um papel na
regulacao da inervacao na pele e é também conhecido por regular
positivamente neuropéptidos, sugerindo gue niveis aumentados de
NGF podem ser responsaveis pela regulacao positiva de
neuropéptidos e pela inervagdo cutdnea aumentada observada na

psoriase. De facto, fol observada expressao aumentada do NGF em



queratindécitos psoriaticos (Raychaudhuri et al., Acta Derm.
Venercol. 78:84-86 (1998)). Foi sugerido gque enquanto o NGF
funciona normalmente como um factor de sobrevivéncia de
queratindécitos, a sobre expressao do NGF previne a morte celular
normal, originando psoriase (Pincelli et al., J. Derm. Sci.

22:71-79 (2000)).

Varios estudos indicaram gque neuropéptidos, tais como a
substancia P (SP) e o0s compostos bioclogicamente activos
libertados a partir de mastdcitos, tal como histamina,
desempenham também um papel na artrite de ocorréncia natural em
humanos e na artrite induzida experimentalmente em modelos
animais (ver e. g. Levine, J., Science 226:547-549 (1984)). O
NGF revelou afectar a desgranulacao de mastdécitos (Bruni et al.,
FEBS Lett. 138:190-193 (1982)) e libertacao da substancia P
(Donnerer et al., Neurosci. 49:693-698 (1992)), envolvendo-o na

patogénese da artrite.

Um nivel elevado de NGF nos tecidos periféricos esta,
consistentemente, associado com hiperalgesia e com inflamagao, e
tem sido observado em varias formas de artrite. O sindvio de
doentes afectados por artrite reumatdide expressa niveis
elevados de NGF enquanto tem sido descrito gque o NGF &
indetectdvel em sindévio nado-inflamado (Aloe et al., Arch. Rheum.
35:351-355 (1992)). Foram observados resultados semelhantes em
ratos com artrite reumatdide 1induzida experimentalmente (Aloe
et al., Clin. Exp. Rheumatol. 10:203-204 (1992)) . Foram
descritos niveis elevados de NGF em murganhos artriticos
transgénicos juntamente com um aumento no numero de mastdcitos.
(Aloe et al., J. Tissue Reactions-Exp. Clin. Aspects 15:139-143
(1993)). No entanto, NGF purificado injectado no sindvio da

articulagao de ratos normais nao induz a inflamagao da



articulagdao do Jjoelho, sugerindo gque o NGF nao desempenha um
papel causador na artrite (Aloe et al., Growth Factors 9:149-155
(1993)).

Niveis elevados de NGF tém sido associados a inflamacao
alérgica e foil sugerido que 1isto esteja relacionado com a
desgranulagdo dos mastdécitos (Bonini et al., Proc. Natl. Acad.

Sci. U.S.A. 93:10955-10960 (1996)).

Sao também observados niveis elevados de NGF na asma
alérgica e na nao-alérgica (Bonini et al., supra). Mastdcitos,
eosindéfilos e linfdécitos T foram todos propostos como
desempenhando um papel nesta doenca inflamatdéria e a correlagao
entre os niveis séricos de NGF e os titulos de anticorpo IgE
totais sugerem que o NGF contribua para a resposta imunitaria
inflamatéria. A inflamagdo das vias aéreas 1induzida por um
alergénio tem sido associada a produgdo local aumentada de NGF
em murganhos e humanos (Braun et al., Int. Arch. Allergy

Immunol. 118:163-165 (1999)).

O NGF revelou regular o desenvolvimento de resposta
hiperactiva aumentada das vias aéreas, uma caracteristica da
asma brénquica (Braun et al., FEur. J. Immunol. 28:3240-3251
(1998)). De facto, num estudo, 0o tratamento de murganhos
sensibilizados com alergénio com o anticorpo anti-NGF preveniu o
desenvolvimento da hipersensibilidade das vias aéreas apds
desafio local com alergénio (Braun et al., Int. Arch. Allergy

Immunol. 118:163-165 (1999)).

Apesar dos resultados promissores obtidos em murganhos, os
efeitos adversos descritos de anticorpos neutralizantes anti-NGF

sobre o sistema imunitario levantaram questdes significativas



sobre a praticabilidade da utilizacao de anticorpos anti-NGF
como um agente terapéutico na prevengao ou no tratamento da asma
ou de outras doencas ou distuirbios em doentes humanos. Em
particular Torcia et al., Cell 85:345-356 (1996) identificou o
NGF como um factor de sobrevivéncia autdcrina de linfécitos B de
meméria e demonstrou que a administragdao in vivo de anticorpos
neutralizantes anti-NGF causou um esgotamento de células B de
memdria e eliminou respostas imunitarias especificas de
antigénio secundarias em murganhos. Garaci et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 96:14013-14018 (1999) descreveram que o NGF & um
factor de sobrevivéncia autdcrina que resgata
mondécitos/macrdéfagos humanos do efeito de citopatico causado
pela infecgdao com HIV. Esta descrigao, Jjuntamente com as
verificagdes de Torcia et al., supra, sugerem que os anticorpos
anti-NGF tém o potencial de comprometer o sistema imunitario do

individuo tratado.

O documento WO 01/78698 A2 descreve a utilizacgao de
anticorpos anti-NGF no tratamento da dor visceral crénica. Em
particular o documento WO 01/78698 divulga a utilizacdo de um
anti-soro anti-2.5S-NGF policlonal comercializado pela empresa

Sigma Chemicals (EUA) sob a referéncia N-6655.

Braun et al. (Eur. J. Immunol. (1998) 28:3240-3251)
divulgam a utilizagao do mesmo soro de anticorpo policlonal num
modelo de murganho de inflamacado alérgica das vias aéreas e

asma .

Ro et al. (Pain (1999) 79: 265-274) descrevem a utilizacéao
do soro de anticorpo policlonal anteriormente referido em ratos

no tratamento da dor neuropatica.



Nenhum dos documentos acima divulga o anticorpo como
definido nas reivindicagdes ou a sua vantagem de nao ter
qualquer efeito adverso significativo sobre o sistema

imunitario.

Sumdrio da Invencgao.

A presente invencao é baseada na verificagdo inesperada de
que a administracao in vivo de uma dquantidade terapeuticamente
eficaz de um anticorpo monoclonal anti-NGF (anticorpo 911) néao
apresentou qualquer efeito adverso sobre o sistema imunitéario
num modelo experimental da alergia em murganho.
Consequentemente, este e o0s anticorpos relacionados sustentam
grandes expectativas no tratamento de distUGrbios associados com

o NGF, incluindo a asma, em doentes humanos.

Num aspecto, a 1invencao refere-se a um método para
controlar um distUrbio relacionado com o NGF num doente humano
administrando ao doente uma quantidade eficaz de um anticorpo
monoclonal anti-NGF humano (anti-hNGF) que é capaz de ligagao a
hNGF com uma afinidade na gama nanomolar e inibig¢dao da ligacgao
de hNGF ao TrkA humano (hTrkA) in vivo, em gue o anticorpo nao
apresenta quaisquer efeitos adversos significativos sobre o

sistema imunitario do doente, como definido nas reivindicagdes

Numa forma de realizagao a afinidade de 1ligagao do
anticorpo a hNGF é, de um modo preferido, cerca de 0,10 a cerca
de 0,80 nM, de um modo mais preferido, cerca de 0,15 a cerca de
0,75 nM e, de um modo ainda mais preferido, cerca de 0,18 a

cerca de 0,72 nM.



Numa outra forma de realizagao, o anticorpo liga-se
essencialmente ao mesmo epitopo hNGF que um anticorpo
seleccionado do grupo consistindo de MAb 911, MAb 912 e MAb 938,

de um modo mais preferido, o mesmo epitopo que MAb 911.

Ainda noutra forma de realizagao o anticorpo tem capacidade

de reacgao cruzada com NGF murino (muNGF) .

O anticorpo pode ser também um fragmento de anticorpo, de
um modo preferido, um fragmento de anticorpo seleccionado do
grupo consistindo de Fab, Fab’, F(ab’),, fragmentos Fv,
diacorpos, moléculas de anticorpo de cadeia Unica e anticorpos
multiespecificos formados por fragmentos de anticorpo e, de um

modo mais preferido, uma molécula Fv (scFv) de cadeia unica.

Noutra forma de realizacgdao, o anticorpo é guimérico. Pode

ser também humanizado ou humano.

Ainda noutra forma de realizagao, o) anticorpo é
bi-especifico. O anticorpo bi-especifico pode ter uma

especificidade anti-IgE.

O distdrbio relacionado com o NGF que ¢ controlado esta, de
um modo preferido, nao associado com o efeito do NGF sobre o

sistema neuronal.

Numa forma de realizacdo, o disturbio relacionado com o NGF
é¢ um estado inflamatério, de um modo preferido, seleccionado do
grupo consistindo de asma, artrite, esclerose multipla, luapus

eritematoso e psoriase.



Numa forma de realizagao preferida o estado é asma. Numa
outra forma de realizacao, o estado ¢é artrite, de um modo
preferido, artrite reumatdéide. Ainda noutra forma de realizacgao,

a patologia é psoriase.

Ainda numa forma de realizacao adicional, o anticorpo é
administrado em combinagao com outro agente terapéutico para o
tratamento de um estado inflamatdério. Deste modo, o anticorpo
pode ser administrado em combinagao com outro agente terapéutico
para o tratamento da asma. Numa forma de realizagao, o anticorpo
é administrado com um corticosterdide, de um modo preferido,
diproprionato de beclometsona (BDP). Noutra forma de realizacgao,
o anticorpo é administrado com um anticorpo anti-IgE, tais como
rhuMAb-E25 ou rhuMAb-E26. Para o) tratamento da artrite
reumatéide, o anticorpo pode ser administrado em combinagao com
um anticorpo anti-TNF ou um anticorpo ou uma imuno-adesina

ligando-se especificamente a um receptor TNF.

Num outro aspecto, a invencao refere-se a uma composicao
farmacéutica compreendendo um anticorpo monoclonal anti-NGF
humano gquimérico, humanizado ou humano, com capacidade de
ligagao a hNGF com uma afinidade na gama nanomolar e inibindo a
ligagao de hNGF ao TrkA humano in vivo, em dque o anticorpo nao
apresenta qualquer efeito adverso significativo sobre o sistema
imunitdrio de um doente, em combinacgao com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel. 0 anticorpo na composicgao
farmacéutica pode ser um fragmento de anticorpo, de um modo
preferido, um fragmento de anticorpo seleccionado do grupo
consistindo de Fab, Fab’, F(ab’'),, fragmentos Fv, diacorpos,
moléculas de anticorpo de cadeia unica e anticorpos

multiespecificos formados por fragmentos de anticorpo.



Numa forma de realizacdo, o anticorpo € um anticorpo
bi-especifico. O anticorpo bi-especifico pode ter capacidade de
ligagao especifica a IgE humana nativa ou a TNF humano nativo ou

a um receptor de TNF humano nativo.

Noutra forma de realizacgao, a composicao farmacéutica
compreende ainda outro ingrediente farmaceuticamente activo, tal
como um 1ingrediente adequado para o tratamento de um estado
inflamatério. O estado inflamatdério é, de um modo preferido, uma
seleccionada do grupo consistindo de asma, esclerose multipla,
artrite, lupus eritematoso e psoriase. Numa forma de realizagao,
o estado inflamatdério ¢é asma. Noutra forma de realizacado o
estado inflamatério é artrite, de um modo preferido, artrite
reumatodide. Ainda noutra forma de realizacao o) estado

inflamatério é psoriase.

Num outro aspecto, a presente invencao refere-se a um
artigo de produgao compreendendo um recipiente, uma composigao
farmacéutica compreendendo um anticorpo monoclonal anti-NGF
humano quimérico, humanizado ou humano, com capacidade de
ligagao a hNGF com uma afinidade na gama nanomolar e inibindo a
ligagao de hNGF ao TrkA humano in vivo, em que O anticorpo nao
apresenta qualquer efeito adverso significativo sobre o sistema
imunitdario de um doente, em combinagao com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel e instrugdes para utilizar a
composigdo de matéria para controlar um disturbio relacionado

com o NGF num doente humano, como definido nas reivindicacgodes.

Numa forma de realizagao, o artigo de produgao compreende
um ingrediente farmaceuticamente activo adicional, de um modo
preferido, adequado para o tratamento de um estado inflamatédrio.

O estado inflamatério €, de um modo preferido, seleccionado do
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grupo consistindo de asma, esclerose multipla, artrite, lUpus

eritematoso e psoriase.

Breve Descricao dos Desenhos

A figura 1 resume a capacidade de seis MAb anti-NGF para se
ligarem a mutantes NGF/NT-3 quiméricos. E comparada a

ligagdo relativa de cada MAb aos mutantes NGF/NT3 com a

ligagcao de hNGF do tipo selvagem: (-), <10%; (+), 10-30%;
(++), 30-60%; (+++), ©60-100%. O ECsy; de <cada MAb para

ligacdo a hNGF ¢é: MAb 908, 1,8 x 10'° M; Mab 911,
3,7 x 107 M; MAb 912, 1,8 x 10*° M; MAb 938, 7,4 x 10 '° M;
MAb 14.14, 5,9 x 10 '° M.

A figura 2A-F mostra a ligacao de MAb a hNGF de tipo
selvagem e mutante. Foram comparados os valores de ECsg
médios para cada mutante obtidos em 2 a 5 analises ELISA
independentes com valores de ECsy obtidos para ligagao a NGF
do tipo selvagem. Os valores de ECs;y foram determinados por
andlise de regressdo linear (ndo ponderada) utilizando o
programa informatico Kaleidagraph (Abelbeck Software). Os
mutantes resultando numa reducgao de, pelo menos, duas vezes
na ligagao de MAb estdao indicados com barras as riscas e os

residuos contribuidores estao marcados.

A figura 2A mostra a ligagao de MAb 908 a NGF de tipo

selvagem e mutante.

A figura 2B mostra a 1ligagao de MAb 909 a NGF de tipo

selvagem e mutante.
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A figura 2C mostra a ligagao de MAb 911 a NGF de tipo

selvagem e mutante.

A figura 2a mostra a 1ligacao de MAb 912 a NGF de tipo

selvagem e mutante.

A figura 2E mostra a ligagcao de MAb 938 a NGF de tipo

selvagem e mutante.

A figura 2F mostra a ligagao de MAb 14.14 a NGF de tipo

selvagem e mutante.

A figura 3A-F apresenta modelos moleculares de epitopos de
MAb em NGF para, respectivamente, os MAb anti-NGF 908, 909,
911, 912, 938 e 14.14. As designag¢bes cinzentas claras e
médias diferenciam cada mondémero do NGF e os residuos
identificados por ELISA que afectam a ligagao de MAb séao
mostrados a negro. Na Figura 3A estda marcada cada uma das

regides varidveis.

A figura 4A e B mostra a andlise de imunotransferéncia de
MAb anti-NGF ligados a hNGF nao-reduzido (A) e hNGF
reduzido (B). Na primeira pista sao visiveis os marcadores
de peso molecular. Nas pistas 2 e 3 sao mostrados,
respectivamente, o tampao e um anticorpo de controlo
negativo. Sob condigbdes nao-redutoras, o hNGF purificado
foi separado como um conjunto triplo de bandas, que parecem
corresponder a hNGF monomérico, dimérico e dimérico

parcialmente processado.

A figura 5 resume os resultados de mapeamento do epitopo do

MADb.
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A figura 6 mostra que MAb anti-NGF inibiu a ligagao de hNGF

a uma imuno-adesina receptora TrkA-IgG.

A figura 7 mostra a capacidade de MAb anti-NGF para

inibirem a ligagdo de hNGF a uma imuno-adesina p75-IgG.

A figura 8 mostra a capacidade de MAb anti-NGF para
inibirem a 1ligagdao de hNGF ao dominio extracelular TrkA
expresso em células CHO transfectadas. A inibigdo da
fosforilagao da tirosina foi medida por ELISA utilizando

MAb anti-fosfotirosina.

A figura 9 mostra a capacidade de MAb anti-NGF para
inibirem os efeitos de sobrevivéncia de hNGF em neurdnios
de ganglios da raiz dorsal de rato embrionario. A
sobrevivéncia maxima foili baseada no sinal obtido com NGF
apenas e a 1inibigcdo maxima foi determinada pelo sinal
obtido com a adigao de concentrag¢des saturantes de TrkA-IgG

soluvel.

A figura 10 demonstra que o tratamento com MAb 911 anti-NGF
nao aumenta significativamente a resposta imunitaria a

ovalbumina.
A figura 11 mostra que apds imunizagao com gama-globulina
de galinha, o tratamento com MAb 911 anti-NGF nao reduz

significativamente a resposta imunitaria.

A figura 12 mostra que o tratamento com MAb 911 anti-NGF

bloqueia a hiperalgesia térmica induzida por NGF.
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A figura 13 mostra que em murganhos C57/BL6 sensibilizados
(SN), o tratamento com MADb 911 anti-NGF inibe a
hiper-reactividade das vias aéreas apds desafio com

antigénio de acaros inalado.

A figura 14 mostra gque em murganhos C57/BL6 sensibilizados
(SN), o tratamento com MAb anti-NGF reduz a infiltragao de
leucdécitos, linfdécitos e eosindéfilos em BAL apds desafio

com antigénio de acaros inalado.

A figura 15 mostra que embora a infiltracao celular em BAL
seja reduzida em murganhos sensibilizados tratados com MADb

anti-NGF, a proporgao de eosinéfilos permanece elevada.

A figura 16 mostra que o tratamento com MAb 911 anti-NGF
atenua o aumento de IL-13 em BAL apds desafio com

antigénio.

A figura 17 demonstra que apesar da sua capacidade para
reduzir a resposta inflamatdéria ao alergénio, o tratamento
com MAb anti-NGF nao reduz a resposta imunitaria humoral
como medida pelo titulo de imunoglobulina de soro total

para os acaros.

A figura 18 mostra gque o tratamento com MAb anti-NGF também

nao reduz o nivel de soro total de IgE.
A figura 19 mostra que o tratamento com NGF aumenta os

niveis de CGRP no ganglio trigeminal, enquanto o tratamento

com MAb anti-NGF produz uma redug¢ao nos niveis de CGRP.

14



Descricao Detalhada da Forma de Realizagao Preferida

A. Definigbes

A menos que definido de outra forma, os termos técnicos e
cientificos aqui wutilizados tém o mesmo significado que o
normalmente entendido por um comum especialista na técnica a que
esta invencao pertence. Ver, e. g. Singleton et al., Dictionary
of Microbiology and Molecular Biology 22 ed, J. Wiley & Sons
(Nova Iorque, NI 1994); Sambrook et al., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Press (Cold Springs
Harbor, NI 1989). Um especialista na técnica ira reconhecer
muitos métodos e materiais semelhantes ou equivalentes aos aqui
descritos, que podem ser utilizados na realizagao da presente
invengdo. De facto, a presente invencdo nao esta de modo algum
limitada aos métodos e materiais descritos. Para os objectivos

da presente invencgao, sao definidos os termos seguintes abaixo.

Como aqui wutilizado, os termos “factor de crescimento
nervoso” e “NGF” sao definidos como todas as espécies de

sequéncias nativas de NGF de mamifero, incluindo as humanas.

“Receptor de NGF” refere-se a um polipéptido que esta
ligado por ou activado por NGF. Os receptores de NGF incluem o
receptor TrkA e o receptor p75 de qualquer espécie de mamifero,

incluindo humanos.

O termo “sequéncia nativa” em relagao a NGF ou a dqualquer
outro polipéptido refere-se a um polipéptido que tem a mesma
sequéncia de aminoacidos que um polipéptido correspondente
derivado da natureza, independentemente do seu modo de

preparacao. Esse polipéptido de sequéncia nativa pode ser
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isolado da natureza ou pode ser produzido por meios

recombinantes e/ou sintéticos ou qualgquer sua combinacgdo. O
termo “sequéncia nativa” abrange especificamente formas
truncadas ou segregadas de ocorréncia natural (e. g., uma

sequéncia do dominio extracelular), formas de variantes de
ocorréncia natural (e. g., formas de splice alternativo) e
variantes alélicas de ocorréncia natural dos polipéptidos

completos.

“Anticorpos” (ADb) e “imunoglobulinas” (Ig) sao
glicoproteinas tendo as mesmas caracteristicas estruturais.
Enquanto anticorpos apresentam especificidade de ligagao para um
antigénio especifico, as imunoglobulinas incluem anticorpos e
outras moléculas semelhantes a um anticorpo gue nao possuem
especificidade para um antigénio. 0Os polipéptidos do wltimo
tipo, por exemplo, sao produzidos em niveis baixos pelo sistema

linfdtico e em niveis aumentados pelos mielomas.

“Anticorpos nativos e imunoglobulinas” sao normalmente
glicoproteinas heterotetraméricas com cerca de 150000 daltons,
compostas por duas cadeias leves (L) idénticas e duas cadeias
pesadas idénticas (H). Cada cadeia leve esta ligada a uma cadeia
pesada por uma ligacdo persulfureto covalente, enquanto o numero
de 1ligagbes persulfureto varia entre as cadelias pesadas de
diferentes isotipos de imunoglobulinas. Cada cadeia pesada e
leve tem também pontes persulfureto intracadeia espacgadas
regularmente. Cada cadeia pesada tem numa extremidade um dominio
variavel (VH) seguido por varios dominios constantes. Cada
cadeia leve tem um dominio wvaridvel numa extremidade (VL) e um
dominio constante na sua outra extremidade; o dominio constante
da cadeia leve estd alinhado com o primeiro dominio constante da

cadeia pesada e o dominio variavel da cadeia leve esta alinhado
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com o dominio variavel da cadeila pesada. Pensa-se que residuos
de aminoacido particulares formem uma interface entre os
dominios variaveis de cadeia leve e pesada (Chothia et al. J.
Mol. Biol. 186:651 [1985]; Novotny e Haber, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 82:4592 [1985]; Chothia et al., Nature 342: 877-883
[1989]).

O termo “variavel” refere-se ao facto que determinadas
porcdes dos dominios varidveis diferirem significativamente em
termos de sequéncia entre anticorpos e sao utilizadas na ligacgao
e especificidade de cada anticorpo particular ao seu antigénio
particular. No entanto, a variabilidade nao esta distribuida
igualmente ao longo dos dominios variaveis dos anticorpos. Esta
esta concentrada em trés segmentos designados regides
determinantes da complementaridade (CDR) ou regides
hipervariaveis nos dominios variaveis de cadeia leve e nos de
cadeia pesada. As ©porgbes mais altamente conservadas dos
dominios variaveis sao designadas estruturais (FR). Os dominios
varidveis das cadeias pesadas e leves nativas compreendem cada,
quatro regides FR, Dbasicamente adoptando uma configuragao em
folha B, ligada por trés CDR, gue formam ansas ligando e, em
alguns casos constituindo parte da estrutura em folha (. As CDR
em cada cadeia sao mantidas em conjunto em grande proximidade
pelas regides FR e, com as CDR da outra cadeia, contribuem para
a formagao do local de ligagao ao antigénio dos anticorpos (ver
Kabat et al. (1991) supra). 0Os dominios constantes nao estao
envolvidos directamente na ligagao de um anticorpo a um
antigénio, mas apresentam varias fung¢des efectoras, tal como a
participagao do anticorpo na toxicidade celular dependente dos

anticorpos.
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A digestao de anticorpos com papaina produz dois fragmentos
de ligacao ao antigénio idénticos, designados fragmentos *“Fab”,
cada um com um Unico local de ligacao ao antigénio e um
fragmento “Fc” residual, cujo nome reflecte a sua capacidade
para cristalizar facilmente. O tratamento com pepsina produz um
fragmento F(ab’), que tem dois locais de combinagao com ©

antigénio e tem ainda capacidade de reticular o antigénio.

“Fv” é o fragmento de anticorpo minimo que contém um local
completo de reconhecimento e de ligacao ao antigénio. Numa
espécie de Fv com duas cadeias, esta regiao consiste num dimero
de um dominio variavel de cadeia pesada e um de leve em
associacao prdxima, nao-covalente. Em espécies de Fv de cadeia
Unica, pode ser ligado covalentemente um dominio variavel de
cadeia pesada e um de leve através de um elemento de ligagao
peptidico flexivel de forma a que as cadeias leves e pesadas se
possam associar numa estrutura “dimérica” andloga a presente
numa espécie de Fv de duas cadeias. E nesta configuracdo que as
trés CDR de cada dominio varidvel interagem, para definir um
local de 1ligacao ao antigénio na superficie do VH-VL dimero.
Colectivamente, as seis CDR conferem especificidade de ligacgao
ao antigénio ao anticorpo. No entanto, mesmo um dominio variavel
Gtnico (ou metade de um Fv compreendendo apenas trés CDR
especificas para um antigénio) tem a capacidade para reconhecer
e ligar-se ao antigénio, embora com uma afinidade mais baixa do

que o local de ligacao completo.

O fragmento Fab contém também o dominio constante da cadeia
leve e o primeiro dominio constante (CH1l) da cadeia pesada. Os
fragmentos Fab’ diferem dos fragmentos Fab, pela adicao de
alguns residuos no terminal carboxilo do dominio CH1 da cadeia

pesada incluindo uma ou mais cisteinas da regido de charneira do
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anticorpo. O Fab’-SH é a designagao aqui de Fab’ em que of(s)
residuo(s) de cisteina dos dominios constantes contém um grupo
tiol livre. Foram produzidos originalmente fragmentos F(ab’), de
anticorpos como pares de fragmentos Fab’ gque tém cisteinas de
charneira entre si. Sao também conhecidas outras ligagdes

quimicas de fragmentos de anticorpo.

As *“cadeias leves” de anticorpos (imunoglobulinas) de
qualquer espécie de vertebrado podem ser classificadas num de
dois tipos claramente distintos, designados x e A, com base nas

sequéncias de aminoacido dos seus dominios constantes.

Dependendo da sequéncia de aminodcidos do dominio constante
das suas cadeias pesadas, as imunoglobulinas podem ser
classificadas em <classes diferentes. Existem c¢inco classes
principais de imunoglobulinas: IgA, IgDh, IgkE, IgG e 1IgM, e
varias destas podem ser ainda divididas em subclasses
(isotipos), e. g., IgGi, IgG,, IgGs, IgGs, IgA; e IghA,. Os dominios
constantes da cadeia pesada que correspondem as diferentes
classes de imunoglobulinas sao designados, respectivamente, «,
5, € Yy e pu. S3ao bem conhecidas as estruturas das subunidades e
as configuragdes tridimensionais de diferentes <classes de

imunoglobulinas.

O termo “anticorpo” abrange especificamente, anticorpos

monoclonais, incluindo clones de fragmentos de anticorpos.

“Fragmentos de anticorpos” compreendem uma porgao de um
anticorpo intacto, geralmente a regido de ligagao ao antigénio
ou variavel do anticorpo intacto. Os exemplos de fragmentos de
anticorpos incluem fragmentos Fab, Fab’, F(ab’), e Fv; diacorpos;

moléculas de anticorpo de cadeia uUnica, incluindo moléculas Fv
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de cadeia Unica (scFv); e anticorpos multiespecificos, tal como
anticorpos Dbi-especificos, formados a partir de fragmentos de

anticorpo.

O termo “anticorpo monoclonal” como aqui utilizado
refere-se a um anticorpo (ou fragmento de anticorpo) obtido a
partir de uma populacgao de anticorpos substancialmente
homogénea, 1i. e., o0s anticorpos individuais compreendidos a
populacdo sao 1idénticos, excepto por possiveis mutacdes de
ocorréncia natural que podem estar presentes em quantidades
menores. Os anticorpos monoclonais sao altamente especificos,

sendo dirigidos contra um UGnico local antigénico. Além disso, ao

contrario de preparacgdes de anticorpos convencionais
(policlonais) que 1incluem tipicamente anticorpos diferentes
dirigidos contra determinantes diferentes (epitopos), cada

anticorpo monoclonal é dirigido contra um Unico determinante no
antigénio. Além da sua especificidade, os anticorpos monoclonais
sao vantajosos por estes serem sintetizados por cultura de
hibridomas e nao serem contaminados por outras imunoglobulinas.
O modificador *“monoclonal” indica o caracter do anticorpo como
sendo obtido a partir de uma populagao substancialmente
homogénea de anticorpos e nao deve ser interpretado como
requerendo a produgao do anticorpo por qualqgquer método
particular. Por exemplo, os anticorpos monoclonais a serem
utilizados de acordo com a presente invengao podem @ ser
preparados pelo método do hibridoma inicialmente descrito por
Kohler et al., Nature, 256:495 (1975) ou podem ser preparados
por métodos de ADN recombinante (ver, e. g., Patente U.S.
N° 4816567). Os *“anticorpos monoclonais” incluem também clones
de fragmentos de anticorpos de reconhecimento de antigénio e
contendo locais de 1ligagao (clones Fv), 1isolados a partir de

bibliotecas de anticorpos em fagos utilizando, por exemplo, as
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técnicas descritas em Clackson et al., Nature, 352:624-628

(1991) e Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991).

Os anticorpos monoclonais aqui, especificamente incluem
anticorpos “quiméricos” (imunoglobulinas) em gue uma porgao da
cadeia pesada e/ou leve €& 1idéntica ou homdéloga a sequéncias
correspondentes em anticorpos derivados de uma espécie
particular ou pertencendo a uma classe de anticorpo ou subclasse
particular, enquanto o restante da(s) cadeia(s) ¢é idéntico ou
homélogo a sequéncias correspondentes em anticorpos derivados de
outra espécie ou pertencendo a outra classe ou subclasse de
anticorpo, assim como fragmentos desses anticorpos, desde que
estes apresentem a actividade bioldgica pretendida (Patente U. S.
N° 4816567 de Cabilly et al.; Morrison et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 81:6851-6855 [1984]).

As formas *“humanizadas” de anticorpos nao-humanos (e. g.,
murinos) sao imunoglobulinas gquiméricas, cadeias de
imunoglobulinas ou seus fragmentos (tais como Fv, Fab, Fab’,
F(ab’), ou outras subsequéncias de anticorpos de 1ligagao ao
antigénio) que contém uma sequéncia minima derivada de
imunoglobulina nao-humana. Na sua maioria, os anticorpos
humanizados sao imunoglobulinas humanas (anticorpo receptor) em
gque os residuos provenientes de uma regido determinante da
complementaridade (CDR) do receptor Sao substituidos por
residuos de uma CDR de uma espécie nao-humana (anticorpo dador),
tal como murganho, rato ou coelho tendo a especificidade,
afinidade e capacidade pretendida. Em alguns casos, os residuos
da regiao estrutural de Fv (FR) da imunoglobulina humana sao
substituidos por residuos nao-humanos correspondentes. Além
disso, o0s anticorpos humanizados podem compreender os residuos

gque nao sao encontrados nem no anticorpo receptor nem na CDR
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importada ou sequéncias estruturais. Estas modificagdes sao
realizadas para refinar e optimizar adicionalmente o desempenho
do anticorpo. Em geral, o anticorpo humanizado ira compreender
substancialmente a totalidade de, pelo menos, um e tipicamente
dois, dominios variaveis, em que a totalidade ou
substancialmente a totalidade das regides CDR corresponde as de
uma imunoglobulina nao-humana e a totalidade ou substancialmente
a totalidade das regides FR ¢é as de uma sequéncia de uma
imunoglobulina  humana. O anticorpo humanizado ira também
compreender optimamente, pelo menos, uma porgcao de uma regiao
constante de uma imunoglobulina (Fc¢), tipicamente a de uma
imunoglobulina humana. Para mais detalhes, ver Jones et al.,
Nature, 321:522-525 (1986); Reichmann et al., Nature, 332:323-
329 (1988); Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992),; e
Clark, Immunol. Today 21: 397-402 (2000). O anticorpo humanizado
inclui um anticorpo Primatized™ em gque a regiao de ligagao ao
antigénio do anticorpo ¢é derivada de um anticorpo produzido
imunizando macacos de cauda de ledao com o antigénio de

interesse.

“Fv de cadeia Unica” ou fragmentos de anticorpo “scFv”
compreendem os dominios do anticorpo VH e VL, em gque estes
dominios estdo presentes numa cadeia polipeptidica Unica.
Geralmente, o polipéptido scFv compreende ainda um elemento de
ligagao polipeptidico entre os dominios VH e VL, que permite ao
scFv formar a estrutura de ligacgao ao antigénio pretendida. Para
uma revisao de scFv ver Pluckthun, em The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol 113, Rosenburg e Moore ed., Springer-
Veriag, Nova Iorque, pp. 269-315 (1994), Dall’Acqua e Carter,
Curr. Opin. Struct. Biol. 8: 443-450 (1998) e Hudson, Curr.
Opin. Immunol 11: 548-557 (1999).
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O termo “diacorpos” refere-se a pequenos fragmentos de
anticorpo com dois locais de ligagao ao antigénio, cujos
fragmentos compreendem um dominio variavel de cadeia pesada (VH)
ligado a um dominio variavel de cadeia leve (VL) na mesma cadeia
polipeptidica (VH - VL). Pela utilizagao de um elemento de
ligagao que ¢é demasiado curto para permitir o emparelhamento
entre os dois dominios na mesma cadeia, os dominios sao forcados
a emparelhar com os dominios complementares de outra cadeia e a
criarem dois locais de ligacdo ao antigénio. Os diacorpos séao
descritos mais detalhadamente, por exemplo, nos documentos
EP 404097; WO 93/11161; e Hollinger et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

Um anticorpo “isolado” é um que foi identificado e separado
e/ou recuperado a partir de um componente do seu ambiente
natural. Os componentes contaminantes do seu ambiente natural
sdao materiais irado interferir com utilizagbdes em diagndstico ou
terapéuticas do anticorpo e podem incluir enzimas, hormonas e
outro solutos proteicos ou nao-proteicos. Em  formas de
realizagcédo preferidas, o anticorpo ser ira purificado (1) a mais
de 95% em peso de anticorpo como determinado pelo método de
Lowry e, de um modo muito preferido, mais de 99% em peso, (2)
num grau suficiente para obter, pelo menos, 15 residuos do
terminal N ou a sequéncia de aminoadcidos interna por utilizacéao
de um sequenciador de taga giratdéria ou (3) até a homogeneidade
por SDS-PAGE em condigdes redutoras ou nao-redutoras utilizando
azul de Coomassie ou, de um modo preferido, coloragao com prata.
O anticorpo isolado inclui o anticorpo in situ dentro de células
recombinantes uma vez que nado ira estar presente, pelo menos, um
componente do ambiente natural do anticorpo. Normalmente, no
entanto, o anticorpo isolado ira ser preparado através de, pelo

menos, um passo de purificacgao.
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Por “anticorpo neutralizante” pretende-se significar uma
molécula de anticorpo gque tem capacidade de blogquear ou reduzir
significativamente, uma funcao efectora de um antigénio alvo ao
qual este se 1liga. Consequentemente, um anticorpo anti-NGF
“neutralizante” tem capacidade de Dbloquear ou de reduzir
significativamente uma func¢ao efectora, tal como ligacgao ao
receptor e/ou promogao de uma resposta celular, de NGF. Uma
redugao *“significativa” significa pelo menos, cerca de 60%, de
um modo preferido, pelo menos, cerca de 70%, de um modo mais
preferido, pelo menos, cerca de 75%, de um modo ainda mais
preferido, pelo menos, cerca de 80%; de um modo ainda mais
preferido, pelo menos, cerca de 85%, de um modo muito preferido,
pelo menos, redugao cerca de 90% de uma funcao efectora do

antigénio alvo (e. g. NGF).

Um anticorpo tem capacidade de “inibir a ligagao” de um
ligando a um receptor quando tem capacidade para produzir uma
redugdo objectivamente mensuravel na capacidade do ligando se

ligar ao receptor.

O termo “epitopo” ¢é utilizado para se referir a locais de
ligagao para anticorpos (monoclonais ou policlonais) em

antigénios proteicos.

Os anticorpos que se ligam a um epitopo particular podem
ser 1dentificado por “mapeamento de epitopo.” Existem muitos
métodos conhecidos na técnica para mapear e caracterizar a
posicao de epitopos em proteinas, incluindo a resolucao da
estrutura cristalina de um complexo anticorpo-antigénio, ensaios
de competicao, ensaios de expressao de fragmento de genes e
ensaios Dbaseados em péptidos sintéticos, como descrito, por

exemplo, no Capitulo 11 de Harlow e Lane, Using Antibodies, a
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Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, Nova Iorque, 1999. Os ensaios de competigcao sao
discutidos abaixo. De acordo com o0s ensalos de expressao de
fragmento genéticos, a grelha de leitura aberta codificando a
proteina é fragmentada aleatoriamente ou por construgao genética
especifica e ¢é determinada a reactividade dos fragmentos
expressos da proteina com o anticorpo a ser testado. Podem ser
produzidos fragmentos de genes, por exemplo, por PCR e depois
transcritos e traduzidos em proteina in vitro, na presencga de
aminoacidos radiocactivos. A ligacdo do anticorpo aos fragmentos
de proteina marcados radiocactivamente ¢é entdo determinada por
electroforese em gel e imunoprecipitacao. Podem ser também
identificados alguns epitopos utilizando as grandes bibliotecas
das sequéncias peptidicas aleatdérias apresentadas na superficie
de particulas de fago (bibliotecas de fago). Alternativamente,
pode ser testada uma biblioteca definida de fragmentos
peptidicos sobrepostos para ligagdo ao anticorpo do teste em
ensaios de ligacao simples. A Ultima abordagem ¢é adequada para

definir epitopos lineares com cerca de 5 a 15 aminoacidos.

Um anticorpo liga-se *“essencialmente ao mesmo epitopo” que
um anticorpo de referéncia, gquando os dois anticorpos reconhecem
epitopos idénticos ou sobrepostos estericamente. Os métodos mais
rapidos e amplamente utilizados para determinar se dois epitopos
se ligam a epitopos idénticos ou sobrepostos estericamente sao
ensaios de competigdo, que podem ser configurado em varios
formatos diferentes, utilizando antigénio marcado ou anticorpo
marcado. Normalmente, o antigénio é imobilizado em placas de 96
pocos e é medida a capacidade dos anticorpos nao marcados para
bloquear as ligag¢bes de anticorpos marcados utilizando marcagdes

radiocactivas ou enzimdaticas.
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O termo aminocdcido ou residuo de aminoacido, como agqui
utilizado, refere-se a aminocdacidos L ou a aminodcidos D de
ocorréncia natural como descritos mais abaixo no que respeita a
variantes. Sao aqui utilizadas abreviaturas de uma e de trés
letras normalmente utilizadas para os aminoacidos (Bruce Alberts
et al., Molecular Biology of the Cell, Garland Publishing, Inc.,
Nova Iorque (32 ed. 1994)).

“Variantes” sao anticorpos que diferem de alguma forma dos
anticorpos nativos conservando a mesma actividade bioldgica. As
variantes podem ter uma sequéncia de aminoacidos que difere da
sequéncia do anticorpo nativo em consequéncia de uma insercao,
eliminacao, modificagdo e/ou substituigdo de um ou mais residuos
de aminodacidos dentro da sequéncia nativa. As variantes podem
ter um padrao de glicosilagao diferente dos anticorpos nativos.
Além disso, as variantes podem ser anticorpos nativos que foram

modificados covalentemente.

Um “distirbio” é qualquer estado que podera beneficiar do
tratamento de acordo com a presente invencao. “Disturbio” e
“estado” sdo aqui utilizados de modo intermutdvel e incluem
distirbios ou doencgas crdénicos e agudos, incluindo os estados
patoldégicos gque predispbem o mamifero para o disturbio em
questao. Os exemplos nao-limitantes de distUrbios a serem
tratados aqui incluem lUpus eritematoso, dermatite de contacto,
eczema, zona, neuralgia pés-herpética, hiperalgesia, dor
crdénica, doenga do intestino irritavel, doencga de Crohn, colite,
cistite da bexiga, esclerose multipla, asma, psoriase e artrite,
incluindo artrite crénica e artrite reumatdide. Um disturbio
preferido, a ser tratado de acordo com a presente invencao € um
estado inflamatdério, tal como asma, esclerose maltipla, artrite,

lUpus eritematoso e psoriase.
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Uma “estado inflamatdério” é um estado caracterizado por um

ou mais de dor, calor, rubor, inchaco e perda da funcdo e esta

associada com ferimento, infeccgao, irritagdao ou danos em
tecidos.
0 termo “estado de doencga” refere-se a um estado

fisioldgico de uma célula ou de um mamifero na sua totalidade em
que ocorreu uma interrupgao, cessagao ou disturbio de sistemas

de fungdes celulares ou corporails ou de orgaos.

O termo “quantidade eficaz” ou “quantidade terapeuticamente
eficaz” refere-se a uma quantidade de um farmaco eficaz para
tratar e/ou prevenir uma doenca, distUrbio ou estado fisioldgica
nao pretendida num mamifero. Na presente invencgao, uma
“quantidade eficaz” de um anticorpo anti-NGF pode prevenir,
reduzir, retardar ou atrasar o estabelecimento de um disturbio
tal como lUpus, esclerose multipla, asma, psoriase ou artrite;
reduzir, prevenir ou inibir (i. e., retardar em alguma extensao
e, de um modo preferido, terminar) o desenvolvimento de um
distarbio, tal como luapus, esclerose multipla, asma, psoriase ou
artrite; e/ou aliviar, em alguma extensdo, um ou mais dos

sintomas associados com esse disturbio.

Nos métodos da presente invengao, o termo “controlo” e suas
variantes gramaticais, sdo utilizados para se referirem a
prevengao, inibigao parcial ou completa, redugao, atraso ou
retardamento de um evento nao pretendido, e. g. estado
fisioldgico, tal como a resposta inflamatdria associada a um

disturbio tal como asma.
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“Tratamento” ou “tratar” referem-se a tratamento
terapéutico e a medidas profiladcticas ou preventivas. Os que tém
necessidade de tratamento incluem os que Jja tém o disturbio
assim como os propensos a ter o disturbio ou os em que o
distuirbio deva ser prevenido. Para os objectivos desta invencao,
os resultados clinicos benéficos ou pretendidos incluem, mas nao
estao limitados a, alivio de sintomas, diminuicdo da extensao da
doenca, estado de doenca estabilizado (i. e., a nao se agravar),
atraso ou retardamento da progressao de doenga, melhoria ou
paliacao do estado de doengca e remissao (quer parcial quer
total) quer seja detectavel ou nao detectavel. “Tratamento” pode
também significar prolongar a sobrevivéncia em comparagao com a
sobrevivéncia esperada se nao receber o tratamento. 0s com
necessidade de tratamento incluem os que Jja tém o estado ou o
distuirbio assim como os propensos a ter o estado ou o disturbio
ou o0s em gue se pretende gque o estado ou o disturbio sejam

prevenidos.

Um “efeito adverso significativo” sobre o sistema
imunitdrio é um efeito que compromete o sistema imunitdrio e/ou
inibe uma resposta imunitaria normal ao desafio com antigénio.
Un exemplo de um efeito adverso significativo sobre o sistema

imunitdrio ira ser uma resposta imunitaria humoral reduzida.

Os veiculos, excipientes ou estabilizantes
“farmaceuticamente aceitaveis” sao aqueles que sao nao-tdxicos
para a célula ou o mamifero a ser exposto a estes nas dosagens e
concentracdes utilizadas. Frequentemente o) veiculo
fisiologicamente aceitavel é uma solugao aguosa com pH
tamponado. 0Os exemplos de veiculos fisiologicamente aceitaveis
incluem tampdes, tais como fosfato, citrato e outros 4&cidos

organicos; antioxidantes incluindo 4dcido ascérbico; polipéptidos
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de peso molecular baixo (menos de cerca de 10 residuos);
proteinas, tais como albumina do soro, gelatina ou
imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tais como
polivinilpirrolidona; aminodacidos tais como glicina, glutamina,
asparagina, arginina ou lisina; monossacaridos, dissacaridos e
outros hidratos de carbono incluindo glicose, manose  ou
dextrinas; agentes quelantes, tal como EDTA; alcodis de aglcares
talis como manitol ou sorbitol; contra-ides formadores de sais
tal como sddio; e/ou tensiocactivos nadoc-idnicos tais como TWEEN,

polietilenoglicol (PEG) e PLURONICS.

Um “lipossoma” é uma pegquena vesicula constituida por
varios tipos de lipidos, fosfolipidos e/ou tensicactivos que é
util para a distribuicdo de um farmaco (tal como os anticorpos
anti-NGF divulgados aqui e, opcionalmente, um agente
guimioterapéutico) a um mamifero. Os componentes do lipossoma
sao normalmente dispostos numa formagao em bicamada, semelhante

a organizacao dos lipidos nas membranas bioldgicas.

O termo “folheto de embalagem” é utilizado para se referir
a instrug¢bes normalmente incluidas em embalagens comerciais de
produtos terapéuticos, que contém informacgao sobre as
indicagdes, utilizacgao, dosagem, administracao,
contra-indicagdes e/ou avisos referentes a utilizagao desses

produtos terapéuticos.

“Mamifero” para objectivos de tratamento refere-se a
qualquer animal classificado como um mamifero, incluindo
humanos, animais domésticos e de guinta e animais de Jjardim
zooldégico, desporto ou de estimacao, tais como caes, cavalos,

gatos, vacas, etc. De um modo preferido, o mamifero €& humano.
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B. Métodos para realizar a invengao

Como descrito mais detalhadamente abaixo, a administracao
de anticorpo monoclonal anti-NGEF 911 num modelo da asma em
murganho reduziu as medidas de hiper-reactividade e inflamacao
das vias aéreas, mas nao reduziu a resposta imunitdria humoral
ao antigénio inalado como medido pelos niveis totais séricos de

imunoglobulina e o nivel sérico da IgE.

Os anticorpos anti-NGF sao conhecidos na técnica. Os
anticorpos anti-NGF Uteis na presente invengao incluem
anticorpos policlonais, anticorpos monoclonais, anticorpos
quiméricos, anticorpos humanizados, anticorpos humanos,
anticorpos bi-especificos, anticorpos heteroconjugados e

fragmentos de anticorpos, assim como anticorpos modificados,
incluindo variantes de glicosilagao de anticorpos, variantes de
sequéncia de aminoacidos de anticorpos e anticorpos modificados
covalentemente. Os anticorpos podem ser preparados por qualquer

método conhecido na técnica.

Deste modo, os anticorpos monoclonais podem ser preparados
utilizando o método de hibridoma inicialmente descrito por
Kohler et al., Nature, 256:495 (1975) ou por métodos de ADN

recombinante (Patente U.S. N° 4816567).

Resumidamente, no método do hibridoma, ¢ imunizado um
murganho ou outro animal hospedeiro adequado, tal como um macaco
de cauda de ledao ou um hamster, para promover linfdécitos que
produzem ou tém capacidade de produzir anticorpos que se irao
ligar especificamente a proteina utilizada para a imunizagao.
Alternativamente, os linfdécitos podem ser imunizados in vitro.

Os linfdécitos sao entao fundidos com células de mieloma
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utilizando um agente de fusao adequado, tal como
polietilenoglicol, para formar uma célula de hibridoma (Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp. 59-103,
[Academic Press, 1986]). As células de hibridoma preparadas
deste modo sdo inoculadas e cultivadas num meio de cultura
adequado que, de um modo preferido, contém uma ou mais
substdncias que inibem o crescimento ou a sobrevivéncia das
células de mieloma nao fundidas, parentéricas. Por exemplo, se
as células de mieloma parentéricas nado tiverem a enzima
transferase do fosforibosilo de hipoxantina guanina (HGPRT ou
HPRT), o meio de cultura dos hibridomas ird incluir tipicamente
hipoxantina, aminopterina e timidina (meio HAT), cuja
substdncias previnem o crescimento de células deficientes em
HGPRT. As linhas celulares de mieloma preferidas sao as linhas
de mieloma murino, tais como as derivadas dos tumores de
murganho MOP-21 e MC.-11 disponiveis de Salk Institute Cell
Distribution Center, San Diego, Califérnia EUA e células SP-2 ou
X63-Ag8-653 disponiveis da American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland EUA. Tém sido também descritas linhas
celulares de mieloma humano e de heteromieloma murganho-humano
para a produgao de anticorpos monoclonais humanos (Kozbor, J.
Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Antibody Production
Techniques and Applications, pp. 51-63, Marcel Dekker, Inc.,
Nova Iorgque, [1987]). O meio de cultura em gue as células de
hibridoma estdo a <c¢rescer ¢é ensaiado para a produgao de
anticorpos monoclonais dirigidos contra o antigénio. De um modo
preferido, a especificidade de ligagao de anticorpos monoclonais
produzidos por células de hibridoma é determinada por
imunoprecipitagdao ou por um ensaio de ligagao in vitro, tal como
radio-imunoensaio (RIA) ou ensaio 1munoabsorvente ligada a
enzima (ELISA). A afinidade de ligagao do anticorpo monoclonal

pode ser, por exemplo, determinada pela analise Scatchard de
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Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980). Apds serem
identificadas células de hibridoma que produzem anticorpos com a
especificidade, afinidade e/ou actividade pretendida, as células
podem ser subclonadas por processos de diluicao limitante e
cultivadas por métodos convencionais (Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, pp. 59-103 (Academic Press,
1986)). Os anticorpos monoclonals segregados pelos subclones sao
adequadamente separados do meio de cultura, fluido ascitico ou
SOro por processos de purificacao de imunoglobulina
convencionais, tais como, por exemplo, cromatografia de proteina
A-Sepharose, hidroxilapatite, electroforese em gel, dialise ou

cromatografia de afinidade.

A produgao recombinante dos anticorpos requer o isolamento
de ADN codificando o anticorpo ou cadeias do anticorpo. O ADN
codificando os anticorpos monoclonais ¢é facilmente isolado e
sequenciado utilizando processos convencionais (e. g.,
utilizando sondas oligonucleotidicas que tém capacidade de se
ligarem especificamente a genes codificando as cadeias pesadas e
leves dos anticorpos monoclonais). As células de hibridoma
servem como fonte preferida desse ADN. Uma vez isolado, o ADN
pode ser colocado em vectores de expressao, que sao entao
transfectados em células hospedeiras tais como células de
E. coli, células COS de simio, células de ovario de hamster
Chinés (CHO) ou células de mieloma gque de outra forma néao
produzem a proteina imunoglobulina, para obter a sintese de
anticorpos monoclonais nas células hospedeiras recombinantes. O
ADN pode ser também modificado, por exemplo, por substituigao da
sequéncia codificante para os dominios constantes da cadeia
pesada e leve humana no lugar das sequéncias murinas homdlogas,
Morrison, et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 81, 6851 (1984) ou por

ligagao covalentemente da totalidade ou parte da sequéncia
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codificante de um polipéptido ndo-imunoglobulinico a sequéncia
codificando a imunoglobulina. Dessa forma, sao preparados
anticorpos “quiméricos” ou *“hibridos” que tem a especificidade

de ligagdao de um anticorpo monoclonal anti-NGF aqui referido.

Tipicamente, esses polipéptidos nao-imunoglobulinicos séao
substituidos pelos dominios constantes de um anticorpo da
invengdo ou estes sao substituidos pelos dominios variaveis de
um local de combinagdo com o antigénio de um anticorpo da
invengao para criar um anticorpo bivalente guimérico
compreendendo um local de combinagcdo com o antigénio tendo
especificidade para um polipéptido NGF nativo e outro local de
combinagcdo com o antigénio tendo especificidade para um alvo
diferente, tal como um receptor IgE de afinidade elevada ou um
receptor TNF. Podem ser também preparados anticorpos quiméricos
ou hibridos in vitro utilizando métodos conhecidos na quimica
das proteinas sintéticas, incluindo os gue envolvem agentes
reticulantes. Por exemplo, podem ser construidas imunotoxinas
utilizando uma reacgao de permuta de persulfureto ou por
formagcao de uma ligacao tioéter. Os exemplos de reagentes
adequados para esta finalidade incluem iminotiolato e metil-4-

mercaptobutirimidato.

Os anticorpos nao-humanos, tais como os murinos podem ser
humanizados. Geralmente, um anticorpo humanizado tem um ou mais
residuos de aminodcidos introduzidos em si, provenientes de uma
fonte ndo-humana. Estes residuos de aminodcidos nao-humanos sao
frequentemente designados residuos de “importacao’”, gque sao
tipicamente obtidos a partir de um dominio variavel de
“importagao”. A humanizagao pode ser essencialmente realizada
seguindo o método de Winter e colaboradores (Jones et al.,

Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-
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327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)),
substituindo CDR ou sequéncias de CDR de roedor pelas sequéncias

correspondentes de um anticorpo humano.

E importante que os anticorpos sejam humanizados com uma
retencdao de afinidade elevada para o antigénio e outras
propriedades bioldgicas favoraveis. Para atingir este objectivo,

de acordo com um método preferido, os anticorpos humanizados sao

preparados por um processo de analise das sequéncias
parentéricas e varios produtos humanizados conceptuais
utilizando 0s modelos tridimensionais das sequéncias
parentéricas e humanizadas. Estao normalmente disponiveis

modelos tri-dimensionais de imunoglobulina e sao conhecidas dos
especialistas na técnica. Estao disponiveis programas de
computador que ilustram e apresentam as estruturas
conformacionais tridimensionais provaveis de sequéncias de
imunoglobulina candidatas seleccionadas. A 1nspeccgao destas
apresentagdes permite a analise do papel provavel dos residuos
no funcionamento da sequéncia de imunoglobulina candidata, 1i. e.
a analise dos residuos que influenciam a capacidade da
imunoglobulina candidata se ligar ao seu antigénio. Deste modo,
podem ser seleccionados e combinados residuos FR a partir do
consenso e sedquéncia de importagao de forma que seja obtida a
caracteristica de anticorpo pretendida, tal como afinidade
aumentada para o(s) antigénio(s) alvo. Em geral, os residuos CDR
estao directamente e, muito substancialmente, envolvidos na
influéncia da ligagao ao antigénio. Para detalhes adicionais ver

a Patente U.S. N° 5821337.

A invencgdo inclui também anticorpos anti-NGF humano. Como
observado antes, esses anticorpos humanos podem ser preparados

pelo método do hibridoma, utilizando linhas celulares de mieloma
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humano ou de heteromieloma murganho-humano para a produgao de
anticorpos monoclonais humanos (ver, e. g. Kozbor, J. Immunol.
133, 3001 (1984) e Brodeur, et al., Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, PP. 51-63 (Marcel
Dekker, Inc., Nova Iorque, (1987)). Além disso, ¢é possivel
produzir animais transgénicos (e. g. murganhos) que, apds
imunizacao, tém capacidade para produzir um repertédério de
anticorpos humanos na auséncia de produgao de imunoglobulina
enddgena. Por exemplo, foi descrito que a eliminacgao
homozigdética do gene da regidao de Jjuncao da cadeia pesada do
anticorpo (Jg) em murganhos quiméricos e de mutantes da linha
germinal resulta na inibicao completa da produgao enddgena de
anticorpo. A transferéncia da matriz de genes da imunoglobulina
da linha germinal humana para esses murganhos mutantes de linha
germinal ird resultar na produgao de anticorpos humanos apds
desafio com antigénio. Ver, e. g. Jakobovits et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90, 2551-255 (1993); Jakobovits et al., Nature
362, 255-258 (1993). Para uma versao melhorada desta tecnologia,
ver também Mendez et al. (Nature Genetics 15: 146-156 (1997)).

Alternativamente, pode ser utilizada a tecnologia de
apresentagao em fagos (McCafferty et al., Nature 348, 552-553
[1990]) para produzir anticorpos humanos e fragmentos de
anticorpo in vitro, a partir de repertdérios do gene do dominio
variavel (V) da imunoglobulina provenientes de dadores néo
imunizados. De acordo com esta técnica, sao clonados genes do
dominio V anticorpo na grelha de leitura correcta num gene
principal da proteina de revestimento ou num secundario de um
bacteridéfago filamentoso, tal como M13 ou fd e sao apresentados
como fragmentos de anticorpo funcionais na superficie da
particula fagica. Como a particula filamentosa contém uma cdépia

de ADN de cadeia simples do genoma do fago, as selecgdes
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baseadas nas propriedades funcionais do anticorpo resultam
também na selecgao do gene codificando o anticorpo apresentando
essas propriedades. Deste modo, o fago mimetiza algumas
propriedades das células B. A apresentacadao em fagos pode ser
realizada em varios formatos; para a sua revisdo ver, e. Jg.
Johnson, Kevin S. e Chiswell, David J., Current Opinion 1in
Structural Biology 3, 564-571 (1993). Podem ser wutilizadas
varias fontes de segmentos do gene V para a apresentacao em
fagos. Clackson et al., Nature 352, 624-628 (1991) isolaram uma
matriz diversa de anticorpos anti-oxazolona a partir de uma
pequena biblioteca combinatdéria aleatdéria de genes V derivados
dos bagos de murganhos imunizados. Pode ser construido um
repertério de genes V de dadores humanos nao imunizados e podem
ser isolados anticorpos contra uma matriz diversa de antigénios
(incluindo auto-antigénios) essencialmente seguindo as técnicas
descritas por Marks et al., J. Mol. Biol. 222, 581-597 (1991) ou
Griffiths et al., EMBO J. 12, 725-734 (1993). Numa resposta
imunitdria natural, os genes de anticorpo acumulam mutag¢des numa
proporcao elevada (hipermutacdo somatica). Algumas modificagdes
introduzidas 1irao conferir uma afinidade mais elevada e as
células B apresentando imunoglobulina de superficie com
afinidade elevada sao, de um modo preferido, replicadas e
diferenciadas durante o desafio com antigénio subsequente. Este
processo natural pode ser mimetizado wutilizando a técnica
conhecida como “embaralhar de cadeias” (Marks et al.,
Bio/Technol. 10, 779-783 [1992]). Neste método, a afinidade de
anticorpos humanos “primarios” obtidos pela apresentacao em
fagos pode ser melhorada por substituicdao sequencial os genes da
regido V da cadeia pesada e leve por repertdérios de variantes de
ocorréncia natural (repertdrios) de genes do dominio V obtidos a
partir de dadores nado 1imunizados. Esta técnica permite a

producao de anticorpos e fragmentos de anticorpo com afinidades

36



na gama de nM. Foi descrita uma estratégia para preparar
repertérios muito grandes de anticorpos em fagos (também
conhecida como “a mae de todas as bibliotecas”) por Waterhouse
et al., Nucl. Acids Res. 21, 2265-2266 (1993) e ¢é descrito o
isolamento de um anticorpo humano com afinidade elevada
directamente dessa grande biblioteca de fagos por Griffiths

et al., EMBO J. 13: 3245-3260 (1994).

O embaralhar de genes pode ser também utilizado para obter
anticorpos humanos a partir de anticorpos de roedor, em que O
anticorpo humano tem afinidades e especificidades semelhantes em
relagao ao anticorpo de roedor 1inicial. De acordo com este
método, gque é também designado como “memdéria do epitopo”, o gene
de dominio V da cadeia pesada ou leve de anticorpos de roedor,
obtido pela técnica de apresentagdao em fagos é substituido por
um repertdrio de genes do dominio V humano, c¢riando gquimeras
roedor-humano. A selecgao sobre o antigénio resulta no
isolamento de dominios variaveis humanos com capacidade de
restaurar um local de ligacdo ao antigénio funcional, i. e., o
epitopo controla (memoriza) a selecgao do parceiro. Quando o
processo é repetido de forma a substituir o restante dominio de
V de roedor, ¢é obtido um anticorpo humano (ver o pedido de
patente PCT WO 93/06213, publicada a 1 de Abril de 1993). Ao
contrario da humanizagdo convencional de anticorpos de roedor
por enxerto de CDR, esta técnica proporciona anticorpos
completamente humanos, que nao tém qualquer estrutura ou

residuos da CDR de origem em roedor.

A presente invengao inclui especificamente anticorpos
bi-especificos. Tradicionalmente, a produgao recombinante de
anticorpos bi-especificos é Dbaseada na co-expressao de dois

pares de cadeia pesada-cadeia leve de imunoglobulina, em que
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duas cadeias pesadas tém especificidades diferentes (Millstein e
Cuello, Nature 305, 537-539 (1983)). De acordo com uma abordagem
diferente e mais preferida, sdo fundidos dominios variaveis de
anticorpo com a especificidade de ligacao pretendida (locais de
combinacgao anticorpo-antigénio) a sequéncias do dominio
constante da imunoglobulina. A fusdao ¢é, de um modo preferido,
com um dominio constante da cadeia pesada da imunoglobulina,
compreendendo, pelo menos, a parte da charneira, regides CH2 e
CH3. E preferido, ter a primeira regido constante de cadeia
pesada (CH1) contendo o 1local necessario para a ligacao da
cadeia leve presente em, pelo menos, uma das fusbes. Sao
inseridos ADN codificando as fusdes da cadeia pesadas da
imunoglobulina e, se pretendido, a cadeia leve da
imunoglobulina, em vectores de expressao separados e @ sao
co-transfectados num organismo hospedeiro adequado. Isto
proporciona uma grande flexibilidade no ajustamento das
propor¢gdes mutuas dos trés fragmentos de polipéptido em formas
de realizacgao dquando proporgdes desiguais das trés cadeias
polipeptidicas utilizadas na construgao proporcionam 0s
rendimentos 6ptimos. E, no entanto, possivel inserir as
sequéncias codificantes para duas ou trés cadeias polipeptidicas
num vector de expressao quando a expressao de, pelo menos, duas
cadeias polipeptidicas em proporg¢des iguais resulta em
rendimentos elevados ou quando as proporgdes nao tém qgualquer
significado particular. Para detalhes adicionais sobre a
producao de anticorpos bi-especificos ver, por exemplo, Suresh

et al., Methods in Enzymology 121, 210 (1986).

Os anticorpos heteroconjugados estao também dentro do
ambito da presente invencdo. Os anticorpos heteroconjugados sao
compostos por dols anticorpos ligados covalentemente. Esses

anticorpos foram, por exemplo, propostos para direccionar

38



células do sistema imunitarias para células 1indesejaveis
(Patente U.S. N° 4676980) e para o tratamento da infecgao com
HIV (publicagdo de pedido PCT N°. WO 91/00360 e WO 92/200373;
documento EP 03089). 0Os anticorpos heteroconjugados podem ser
preparados utilizando gqualgquer método de reticulacdo adequado.
Sao bem conhecidos na técnica agentes de reticulagao adequados e
sdo divulgados na Patente U.S. N° 4676980, juntamente com varias

técnicas de reticulacao.

Os fragmentos de anticorpo tém sido normalmente obtidos
através da digestao proteolitica de anticorpos intactos (ver,
e. g., Morimoto et al., J. Biochem. Biophys. Methods 24:107-117
(1992) e Brennan et al., Science 229:81 (1985)). No entanto,
esses fragmentos podem agora ser produzidos directamente por
células hospedeiras recombinantes. Por exemplo, podem  ser
recuperados directamente fragmentos Fab’-SH a partir de E. coli
e serem quimicamente ligados para formar fragmentos F(ab’):
(Carter et al., Bio/Technology:163-167 (1992)). Numa outra forma
de realizacao, o F(ab’), é formado utilizando o fecho de leucina
GCN4 para promover a montagem da molécula F(ab’),. De acordo com
outra abordagem, os fragmentos Fv, Fab ou F(ab’), podem ser
isolados directamente a partir de uma cultura da células
hospedeiras recombinantes. Outras técnicas para a produgao de
fragmentos de anticorpo irao ser evidentes para os especialistas

na técnica.

Pode ser pretendido modificar o fragmento de anticorpo de
forma a aumentar a sua meia-vida no soro. Isto pode ser
realizado, por exemplo, pela incorporagao de um epitopo de
ligagao ao receptor de salvamento no fragmento de anticorpo
(e. g., por mutagao da regiao adequada no fragmento de anticorpo

ou por incorporagao do epitopo numa marcagao peptidica que entéao
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é fundida com o fragmento de anticorpo em qualgquer extremidade
ou no meio, e. g., por sintese de ADN ou peptidica). Ver

documento WO 96/32478 publicado a 17 de Outubro de 1996.

O epitopo de 1ligagao ao receptor de salvamento constitui
geralmente uma regido em gue qualquer um ou mais residuos de
aminodacido de uma ou duas ansas de um dominio Fc¢ @ séo
transferidos para uma posicgdo analoga do fragmento de anticorpo.
De um modo ainda mais preferido, sao transferidos trés ou mais
residuos a partir de uma ou duas ansas do dominio Fc. De um modo
ainda mais preferido, o epitopo é retirado do dominio CH2 da
regiao Fc (e. g., de uma IgG) e transferido para a regiao CHI,
CH3 ou Vg ou mais, de uma dessas regides, do anticorpo.
Alternativamente, o epitopo é retirado do dominio CH2 da regiao
Fc e é transferido para a regiao Cy ou para a regiao Vi, ou para

ambas, do fragmento de anticorpo.

Sdo preparadas variantes de sequéncia de aminoacido,
incluindo variantes de substituicado, insercgdo e/ou eliminacgéo,
dos anticorpos anti-NGF especificamente divulgados, introduzindo
modificagdes de nucledtido adequadas no ADN codificante ou por
sintese peptidica. Os métodos para preparar essas variantes sao
bem conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, “mutagénese de
rastreio de alanina”, como descrito por Cunningham e Wells
Science, 244:1081-1085 (1989). Um tipo particular de variante de
aminodcido de um anticorpo altera o ©padrdao original de
glicosilagao do anticorpo. Por alteracgao pretende-se significar
eliminar uma ou mais unidades hidrato de carbono encontradas no
anticorpo e/ou adicionar um ou mais locais de glicosilagado que

nao estao presentes no anticorpo.
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Rastreio de anticorpos com as propriedades pretendidas

Os anticorpos uteis Sao aqueles que neutralizam a
actividade do NGF. Deste modo, por exemplo, o0s anticorpos
anti-NGF neutralizantes da presente invengao podem ser
identificados por incubagao de um anticorpo candidato com NGF e

por monitorizacao da ligagao e da neutralizagao de uma

actividade Dbioldégica do NGF. O ensaio de 1ligagao pode ser
realizado com of(s) polipéptido(s) NGF purificado(s) ou com
células expressando naturalmente ou transfectadas para
expressar, polipéptido(s) NGF. Numa forma de realizagao, o

ensaio de ligagao é um ensaio de ligacao competitivo, em que é
avaliada a capacidade de um anticorpo candidato para competir
com um anticorpo anti-NGF conhecido para a ligagcao a NGF. O
ensalio pode ser realizado em varios formatos, incluindo o

formato ELISA.

A capacidade de um anticorpo candidato para neutralizar uma
actividade bioldégica do NGF pode ser, por exemplo, realizada por
monitorizagao da capacidade do anticorpo candidato para inibir a
sobrevivéncia mediada por NGF no bioensaio de sobrevivéncia de
ganglios da raiz dorsal em rato embrionario como descrito em

Hongo et al. (Hibridoma 19:215-227 (2000)).

Pode ser realizado um ensaio de blogqueamento cruzado de
rotina, tal como o descrito em Antibodies, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow e David Lane (1988),
para rastrear anticorpos que se ligam a um epitopo em NGF ligado
a um anticorpo de interesse. Alternativamente ou adicionalmente,
0 mapeamento do epitopo pode ser realizado por métodos
conhecidos na técnica. Por exemplo, o epitopo NGF ligado a um

anticorpo monoclonal da presente invengao pode ser determinado
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por andlise de ligagdo competitiva como descrito em Fendly et
al. Cancer Research 50:1550-1558 (1990) . Podem ser feitos
estudos de Dbloqueamento cruzado por fluorescéncia directa em
células 1intactas wutilizando uma magquina de rastreio PANDEX™
Screen Machine para quantificar a fluorescéncia. Neste método o
anticorpo monoclonal é conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC), utilizando processos estabelecidos (Wofsy
et al. Selected Methods in Cellular Immunology, p. 287, Mishel e
Schiigi (ed.) San Francisco: W. J. Freeman Co (1980)). Sao
adicionadas células expressando NGF em suspensao e anticorpos
monoclonais purificados a pogos da placa PANDEX™ sao incubados e
a fluorescéncia é quantificada por PANDEX™. Considera-se que oS
anticorpos monoclonais partilhem um epitopo se cada um bloquear
a ligagcao do outro em 50% ou mais, em comparagao com um

anticorpo monoclonal de controlo irrelevante.

Podem ser também identificados anticorpos anti-NGF uteis na
presente invencgao utilizando bibliotecas combinatdérias para
rastrear clones de anticorpo sintéticos com a actividade ou as
actividades pretendidas. Esses métodos sado bem conhecidos na
técnica. Resumidamente, sao seleccionados clones de anticorpos
sintéticos por rastreio de bibliotecas de fagos contendo fagos
apresentando varios fragmentos (e. g. Fab, F(ab’),, etc...) da
regido de variavel (Fv) do anticorpo fundidos com proteinas do
revestimento do fago. Essas bibliotecas de fago sao rastreadas
por cromatografia de afinidade contra o antigénio pretendido. Os
clones expressando fragmentos Fv com capacidade de ligagao ao
antigénio pretendido sao adsorvidos ao antigénio e deste modo
separados dos clones nao ligantes na biblioteca. Os clones
ligantes sao entao eluidos do antigénio e podem ainda ser
enriquecidos por ciclos adicionais de adsorgao/eluigdo do

antigénio. Podem ser obtidos anticorpos anti-NGF adequados para
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utilizagao na presente invengao concebendo um processo de
rastreio de antigénio adequado para seleccionar para o clone de
fago de interesse, seguido pela construgao de um clone de
anticorpo anti-NGF completo utilizando as sequéncias Fv do clone
de fago de interesse e uma sequéncia da regiao constante (Fc¢)

adequada.

Os resultados obtidos nos ensaios bioldégicos com base
celular podem ser seguidos por testes em modelos animais, e. 4.
modelos murinos e ensaios c¢linicos humanos. Se pretendido, os
anticorpos monoclonais murinos identificados como tendo as
propriedades pretendidas podem ser convertidos em anticorpos
gquiméricos ou humanizados por técnicas bem conhecidas na
técnica, incluindo a estratégia de “mutagénese de conversao

génica”, como descrito na Patente U.S5. N° 5821337.

C. Formulagdes Farmacéuticas

Sao preparadas formulagdes terapéuticas do anticorpo
utilizado de acordo com a presente invengao para armazenamento
misturando um anticorpo tendo o grau de pureza pretendido com
veiculos excipientes ou estabilizantes farmaceuticamente
aceitaveis opcionais (Remington’s Pharmaceutical Sciences 162
edicao, Osol, A. Ed. (1980)), na forma de formulacgdes
liofilizadas ou solugdes aquosas. Os veiculos, excipientes ou
estabilizantes aceitdveis sédo nao-tdéxicos para os receptores nas

dosagens e concentragbes utilizadas e podem compreender tampdes,

tais como fosfato, citrato e outros acidos organicos;
antioxidantes incluindo acido ascoédrbico e metionina;
congervantes (tais como cloreto de octadecildimetilbenzil

aménio; cloreto de hexametdnio; cloreto de benzalcdnio, cloreto
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de benzetdnio; fenol, alcool butilico ou benzilico;
alquilparabenos tais como metil ou propilparabeno; catecol;

resorcinol; ciclo-hexanol; 3-pentanol; e m-cresol); polipéptidos

de baixo peso molecular (menos de cerca de 10 residuos);
proteinas, tais Como albumina do soro, gelatina ou
imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tais como

polivinilpirrolidona; aminoacidos tais como glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina ou lisinaj; monossacaridos,
dissacaridos e outros hidratos de carbono incluindo glicose,
manose ou dextrinas; agentes quelantes, tal como EDTA; aclUcares
tals como sacarose, manitol, trealose ou sorbitol; contra-ides
formadores de sais, tal como sddio; complexos metdlicos (e. g.
complexos Zn-proteina); e/ou tensioactivos nao-idnicos, tais

como TWEEN, PLURONICS ou polietilenoglicol (PEG).

Os anticorpos anti-NGF neutralizantes Uteis nos métodos da
presente invengao também ser podem formulados como
imunolipossomas. Sao preparados lipossomas contendo o anticorpo
por métodos conhecidos na técnica, tais como descritos em
Epstein et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 82:3688 (1985); Hwang
et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 77:4030 (1980); e Pat. U. S.
N° 4485045 e 4544545. Na Patente U.S. N° 5013556 sao divulgados

lipossomas com tempo de circulagao melhorado.

Podem ser produzidos lipossomas particularmente uteis pelo
método de evaporagao de fase invertida com uma composicgao
lipidica compreendendo fosfatidilcolina, colesterol e
fosfatidiletanolamina derivatizada com PEG (PEG-PE) . Os
lipossomas sao extrudidos através de filtros com tamanho de poro
definido para produzir lipossomas com o didmetro pretendido. Os
fragmentos Fab’ do anticorpo da presente invengao podem ser

conjugadas com os lipossomas como descrito em Martin et al., J.

44



Biol. Chem. 257:286-288 (1982) através de uma reaccao de permuta
de persulfureto. E opcionalmente contido dentro do lipossoma um
agente quimioterapéutico (tal como Doxorubicina). Ver Gabizon et

al., J. National Cancer Inst. 81(19):1484 (1989).

Podem ser também aprisionados ingredientes activos em
microcapsulas preparadas, por exemplo, por técnicas de
coacervagao ou por polimerizacao interfacial, por exemplo,
respectivamente, microcdpsulas de hidroximetilcelulose ou
gelatina e microcapsulas de poli-(metilmetacilato), em sistemas
de distribuicdo de farmacos coloidais (por exemplo, lipossomas,
microesferas de albumina, microemulsodes, nano-particulas e
nanocapsulas) ou em macroemulsdes. Essas técnicas sédo divulgadas
em Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicgao, Osol, A. Ed.

(1980) .

Podem ser preparadas preparagdes de libertacao sustida. Os
exemplos adequados de preparagdes de libertacgao sustida incluem
matrizes semipermedaveis de polimeros hidrofdbicos sdlidos
contendo o anticorpo, em gue as matrizes estdao na forma de
artigos conformados, e. g. peliculas ou microcapsulas. Os

exemplos de matrizes de libertacdo prolongada incluem poliéster,

hidrogéis (por exemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) ou
poli(vinilalcool)), polilactidos (Pat. U.S. N© 3773919),
co-polimeros do acido L-glutéamico e etil-L-glutamato,

etileno-acetato de vinilo nédo-degradavel, co-polimeros de acido
ldctico-acido glicdélico degradaveis tais como LUPRON DEPOT
(microesferas injectaveis constituidas por co-polimero de acido
lactico-acido glicdlico e acetato de leuprolido) e acido poli-D-

(-)-3-hidroxibutirico.
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A formulacao aqui pode também conter mais de um composto
activo quando necessario para a 1indicagdo particular a ser
tratada, de um modo preferido, compostos com actividades
complementares que nao se afectem adversamente entre si. Por
exemplo, pode ser pretendido proporcionar ainda em formulagéo
anticorpos que se ligam a um epitopo do NGF ou a um receptor NGF
diferente. Alternativamente ou adicionalmente, a composicao pode
compreender ainda outro composto biologicamente activo, tal como
um agente anti-inflamatdério. Essas moléculas estao adequadamente
presentes em combinacao em quantidades que sao eficazes para a

finalidade pretendida.

As formulagdes a serem utilizadas para administragao in vivo
devem ser estéreis. Isto é facilmente obtido, por exemplo, por

filtragao através de membranas de filtragao estéril.

As composigdes terapéuticas de anticorpo anti-NGF sao
geralmente colocadas num recipiente tendo uma entrada de acesso
estéril, por exemplo, um saco para solugao intravenosa ou um
frasco tendo uma rolha perfuravel por uma agulha de injeccao

hipodérmica.

D. Tratamento com anticorpos anti-NGF

E contemplado que, de acordo com a presente invencdao, o
anti-NGF como definido nos anticorpos das reivindicagdes pode
ser utilizado para tratar a dor crénica como definido nas
reivindicagdbes. Os anticorpos anti-NGF podem ser utilizados para
prevenir o estabelecimento do estado de doenga activo, para
tratar sintomas que estao a ser sentidos no momento e para

tratar a prépria doenca subjacente.
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Apesar dos avangos na compreensao dos mecanismos celulares
e moleculares gque controlam as respostas alérgicas e terapia
melhoradas, a incidéncia de doencas alérgicas, especialmente da
asma, aumentou dramaticamente nos Ultimos anos (Beasley et al.,
J. Allergy Clin. Immunol 105:466-472 (2000); Peat e Li, J.
Allergy Clin. Immunol. 103:1-10 (1999)). As doencas alérgicas
podem ser tratadas, por exemplo, por vacinagadao a base de
alergénio, em que sao administradas doses crescentes do
alergénio por injecgdao ao longo de anos. A asma ligeira pode ser
normalmente controlada na maior parte dos doentes com doses
relativamente baixas de corticosterdéides inalados, engquanto a
asma moderada é normalmente controlada por administracao
adicional de antagonistas [ de actuacao prolongada inalados ou
inibidores do leucotrieno. No entanto, o tratamento da asma
grave ¢é ainda um problema médico sério. Embora um anticorpo
anti-IgE que actualmente aguarda aprovagao da FDA (rhuMAb-E25,
Xolair™, desenvolvido em colaboragao entre Genentech, 1Inc.,
Tanox, Inc. e DNovartis Pharmaceuticals Corporation) mostre
resultados promissores na intervengao precoce no tratamento de
estados que originam os sintomas da asma alérgica e da rinite
alérgica sazonal, existe uma necessidade de desenvolvimento de
estratégias e agentes terapéuticos adicionais para controlar

doencas alérgicas, tais como a asma.

Os anticorpos anti-NGF sao também Uteis no controlo de
outros estados inflamatdérios, tais como esclerose multipla,
colite, doenca inflamatdéria do intestino, cistite da bexiga,
eczema, dermatite de contacto, artrite, incluindo artrite

crdénica e artrite reumatdide, doenga de Crohn e psoriase.

Além disso, anticorpos anti-NGF sao também Uteis no

tratamento de outras doengas dque podem estar associadas com
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niveis aumentados do  NGF incluindo, por exemplo, lupus
eritematoso, zona, neuralgia pobés-herpética, hiperalgesia e dor

croénica.

Os anticorpos anti-NGF sao administrados a um mamifero, de
um modo preferido, a um doente humano, de acordo com métodos
conhecidos, tais como administracao intravenosa, e. g., como um
bolus ou por infusdao continua ao longo de um periodo de tempo,
pelas vias 1ntramuscular, intraperitoneal, intracerebrospinal,
subcutéanea, intra-articular, intrasinovial, intratecal, oral ou
tépica. O anticorpo anti-NGF pode ser também administrado por
inalacgao. Nebulizadores comercialmente disponiveis para
formulagdes liquidas, incluindo nebulizadores de jacto e
nebulizadores ultrasdénicos sao uteis para a administracao. As
formulagdes liquidas podem ser nebulizadas directamente e o pd
liofilizado pode ser nebulizado apds reconstituigao.
Alternativamente, anticorpo anti-NGF pode ser aerossolizado
utilizando uma formulacao de fluorcarboneto e um inalador de
dose medida ou inalado como um liofilizado e pd moido. Para o
tratamento da asma e de outros estados caracterizados pela
hiper-reactividade das vias aérea, uma via preferida da

administracao é por inalacao.

Podem ser combinados outros regimes terapéuticos com a
administragao do anticorpo anti-NGF. A administrag¢ao combinada
inclui a co-administracao, utilizando formulagdes separadas ou
uma formulacao farmacéutica Unica e a administragdo consecutiva,
em qualquer ordem, em que, de um modo preferido, existe um
periodo de tempo em gue ambos (ou todos) os agentes activos
exercem simultaneamente as suas actividades Dbioldégicas. Para o
tratamento da asma, podera ser particularmente vantajoso

utilizar oS anticorpos aqui referidos em combinagao com
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anticorpos anti-IgE, em particular rhuMAb-E25 (Xolair™) ou com a
molécula de anticorpo de segunda geragao rhuMAb-E26
(Genentech, Inc.). O anticorpo rhuMAb-E25 é um anticorpo
monoclonal anti-IgE humanizado recombinante que foil desenvolvido
para interferir precocemente no processo alérgico. A utilizacéao
combinada inclui também a possibilidade de administrar os dois
anticorpos numa uUnica formulacao farmacéutica ou utilizar um
anticorpo bi-especifico, com especificidades anti-NGF e
anti-IgE. Numa outra forma de realizacgao preferida, 0s
anticorpos anti-NGF aqui referidos sao administrados em
combinagcao com corticosterdides inalados, tal como tratamento
com diproprionato de beclometasona (BDP). Para o tratamento da
artrite reumatdide ou da doengca de Crohn, os anticorpos da
presente 1invengao podem ser administrados em combinagao com
outros regimes de tratamento conhecidos para o tratamento destas
estados. Por exemplo, o0s anticorpos anti-NGF aqui referidos
podem ser administrados em combinacdo com Remicade® (Infliximab,
Centocor) ou Enbrel® (Etanercept, Wyet-Ayerst) . A presente
invengao inclui também anticorpos bi-especificos que visam estas
doencas. Por exemplo, um anticorpo bi-especifico pode incluir
uma especificidade anti-TNF combinada com a capacidade de

ligagao a NGF dos anticorpos aqui referidos.

As dosagens adequadas para qualquer dos agentes
co-administrados acima sao as presentemente utilizadas e podem
ser baixadas devido a accgdo combinada (sinergia) do agente e do

anticorpo anti-NGF.

Para a prevengao ou tratamento da doenga, a dosagem
adequada do anticorpo anti-NGF ira depender do anticorpo
anti-NGF wutilizado, do tipo de doenga a ser tratada, da

gravidade e desenvolvimento da doencga, se o anticorpo é
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administrado para finalidades preventivas ou terapéuticas,
terapia prévia, histdéria clinica do doente e resposta ao
anticorpo e da discricdo do médico assistente. Tipicamente o
clinico ira administrar o anticorpo anti-NGF até que seja obtida

uma dosagem que atinja o resultado pretendido.

O anticorpo anti-NGF é administrado adequadamente ao doente
uma vez ou ao longo de uma série de tratamentos. Dependendo do
tipo e da gravidade da doencga, cerca de 2 mg/kg de anticorpo séao
uma dosagem candidata inicial para administracao ao doente,
quer, por exemplo, através de uma ou mails administracgdes
separadas ou por dosagem continua ou repetida. Uma dosagem
diaria tipica podera variar entre cerca de 1 g/kg a 100 mg/kg ou
mais, dependendo dos factores referidos acima. Para
administragbes repetidas ao longo de varios dias ou mais
prolongadas, dependendo do estado, o tratamento é prolongado até
gque ocorra uma supressao pretendida de sintomas da doencga. Um
regime de dosagem preferido, compreende a administragao de uma
dose inicial de cerca de 2 mg/kg, seguida por uma dose de
manutencao semanal de cerca de 1 mg/kg do anticorpo anti-NGF. No
entanto, podem ser Uteis outros regimes de dosagem, dependendo
do padrao de decaimento farmacocinético que o médico pretenda
obter. O progresso desta terapia ¢é facilmente monitorizado por

técnicas e ensaios convencionais.

E. Artigos de Producgao

Numa outra forma de realizagao da invencgao, € proporcionado
um artigo de produgao como definido nas reivindicagdes, contendo
materiais Uteis para o tratamento dos disturbios descritos

acima. O artigo de produgao compreende um recipiente e um rdétulo
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ou folheto(s) de embalagem no recipiente ou associados a este.
Os recipientes adequados incluem, por exemplo, garrafas,
frascos, seringas, etc. 0Os recipientes podem ser constituidos
por varios materiais, tais como vidro ou plastico. O recipiente
contém que uma composicao gque é eficaz no tratamento do estado e
pode ter uma entrada de acesso estéril (por exemplo o recipiente
pode ser um saco para solugao intravenosa ou um frasco tendo uma
rolha perfurdvel por uma agulha de injeccao hipodérmica). Pelo
menos, um agente activo na composicao é um anticorpo anti-NGF. O
recipiente pode ainda compreender um segundo agente
farmaceuticamente activo. De um modo preferido, o segundo agente
é adequado para o tratamento de uma doencga inflamatéria, tal
como a asma, esclerose multipla, artrite, lUpus eritematoso e a

psoriase.

O rdétulo ou o folheto da embalagem indicam que a composicao
é utilizada para tratar o estado de eleicao, tal como um estado
inflamatério. Numa forma de realizagao, o rétulo ou o folheto da
embalagem indicam que a composigao compreendendo o anticorpo gue
se liga a NGF pode ser wutilizada para tratar um estado
inflamatdrio seleccionado do grupo consistindo de asma,
esclerose multipla, artrite, 1lUpus eritematoso e psoriase. Além
disso, o rdétulo ou o folheto da embalagem podem indicar gque o
doente a ser tratado é um que tenha asma, psoriase, artrite ou
outra doenca ou disturbio. Além disso, o artigo de producéao pode
compreender (a) um primeiro recipiente com uma composicao ai
contida, em que a composigao compreende um primeiro anticorpo
que se liga a NGF e inibe a sua actividade bioldgica; e (b) um
segundo recipiente com uma composigcao ai contida, em que a
composigcao compreende um segundo anticorpo dque se liga a um
receptor NGF e bloqueia a activagao do ligando. O artigo de

produgao pode compreender ainda um folheto de embalagem que
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indica dque as primeiras e segundas composigdes podem ser
utilizadas para tratar asma, psoriase, artrite ou outra doenca
ou disturbio. Alternativamente ou adicionalmente, o artigo de
producao pode compreender, ainda um segundo (ou terceiro)
recipiente compreendendo um tampdo farmaceuticamente aceitavel,
tal como Agua bacteriostatica para injeccgao (BWFI), SOro
fisioldgico tamponado com fosfato, solugdo de Ringer ou solucgao
de dextrose. Este pode incluir, ainda, outros materiais
desejaveis de um ponto de vista comercial e do wutilizador,
incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas e

seringas.

Nos exemplos nao-limitantes seguintes Sao ilustrados

detalhes adicionais da invencgao.

EXEMPLOS

Foram utilizados reagentes disponiveis comercialmente
referidos nos exemplos de acordo com instrugdes do fabricante a
menos que 1indicado de outra forma. A fonte das células
identificada nos exemplos seguintes e ao longo da descricgao,

pelos numeros de acesso ATCC é a American Type Culture

Collection, Manassas, VA.
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EXEMPLO 1

Producao e Caracterizacao de Anticorpos Monoclonais

Anti-NGF

A. Produgdo de anticorpos Monoclonais anti-NGF

Este exemplo ilustra a preparacao de anticorpos monoclonais
que se podem ligar especificamente a NGF humana (hNGF). As
técnicas para produzir anticorpos monoclonais sao bem conhecidas
na técnica e sao descritas, por exemplo, em Kohler e Milstein,
Nature 256:495-497 (1975) . As experiéncias descritas nos
Exemplos 1 e 2 sao descritas adicionalmente em Hongo et al.,

Hibridoma 19:215-227.

Foi desenvolvido Um painel de 23 anticorpos monoclonais de
murinos contra hNGF por um método andalogo ao descrito em Hongo
et al., Hibridoma 14:253-260. Resumidamente, foram imunizados
murganhos de Balb/c (Charles River Laboratories, Wilmington, DE)
com NGF humano em adjuvante Ribi (Ribi Immunochem Research,
Inc., Hamilton, MO0). Foram fundidos esplendécitos de murganho
apresentando o titulo de anticorpo mais elevado contra NGF
imobilizado com células de mieloma de murganho (X63. Ag8.653;
American Type Culture Collection, Rockville, MD). Apdés 10-14
dias, os sobrenadantes foram recolhidos e rastreados para a
producao de anticorpo por ensaio imunocabsorvente ligado a enzima
(ELISA). Os clones apresentando a imunoreactividade mais elevada
apdés o gundo ciclo de clonagem foram injectados em murganhos
preparados com Pristano (Hoogenraad et al., J. Immunol Methods
6:317-320 (1983)) para a produgao de MAb in vivo. Os fluidos
asciticos foram reunidos e purificados por cromatografia de

afinidade (cromatografia liquida rapida de proteina de
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Pharmacia; Pharmacia, Upsala, Suécia) wutilizando um processo
estabelecido (Moks et al., Eur. J. Biochem. 85:1205-1210 (1986))
em proteina A de Staphilococcus (Pharmacia). As preparacdes de
anticorpo purificadas foram esterilizadas ©por filtragao e
armazenadas a 4 °C emoro fisioldgico tamponado com fosfato

(PBS) .

B. Mapeamento de Epitopos Utilizando Mutantes de Permuta de

Dominio

Foi inicialmente determinada a especificidade de epitopo de
MAb anti-NGF por avaliagao da ligacao dos MAb a proteinas
NGF/neurotrofina-3 (NT-3) quiméricas produzidas por mutagénese
de rastreio homélogos. A utilizacdo desses mutantes de permuta
de dominio tem uma vantagem distinta em relacdao a mutantes de
eliminagdo. A eliminagcdo de um dominio poderd interromper a
estrutura secundaria da proteina enquanto a substituicdao de um
dominio por um dominio correspondente, de tamanho semelhante e
sequéncia de aminoacidos substancialmente semelhante, de uma
proteina relacionada em mutantes de permuta de dominio ira

provavelmente conservar a estrutura secundaria.

Foram produzidos oito mutantes quiméricos hNGF/hNT-3,
contendo trés a sete substituigdes de residuos da sequéncia da
NT-3 (hNT-3) humana nas regides varidveils correspondentes do
hNGF (Figura 1) por mutagénese dirigida por oligonucledétidos. Os
mutantes qgquiméricos foram expressos transientemente em células
293 humanas e foli avaliada a ligagao de MAb anti-hNGF a NGF
mutantes por ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA),
como descrito abaixo, utilizando o MAb purificado como o

anticorpo de captura e o anticorpo policlonal anti-hNGF de
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coelho purificado por afinidade <conjugado com HRP para a
deteccgao. Fol determinada a ligagao de MAb anti-hNGF a cada
mutante NGF a partir de duas a quatro anadlises ELISA
quantitativas independentes e foil comparada com a ligagao a NGF

de tipo selvagem.

Resumidamente, foram revestidas placas de microtitulacgao
(Nunc Maxisorb, VWR Scientific, San Francisco, CA) com 100 uL
por pogo de IgG de cabra anti-murganho 1 pug/mL (Boehringer-
Mannheim, Indianapolis, IN) durante a noite a 4 °C, lavadas e o
excesso de locais ligagbes 2z fol Dblogqueado com PBS contendo
0,0596 de Tween 20 com 0,596 de albumina de soro bovino (BSA,
Intergen, San Diego, CA; PBS/BSA/T20). Foram adicionados MAb
(diluidos a 1 ug/mL em PBS/BSA/T20) aos pogos adequados e
incubados durante 1-2 horas a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas e foram adicionados 100 pL de hNGF de tipo
selvagem ou mutante (diluido em PBS/BSA/T20 a
60 ng/mL - 7,8 ng/mL), incubados durante 1-2 horas a temperatura
ambiente e lavados novamente. Foi adicionado anticorpo
policlonal de coelho anti-hNGF purificado conjugado com
peroxidase de rabano (HRP; 1:10000 em PBS/BSA/T20) 100 uL por
pogo e incubado durante 1 hora. As placas foram reveladas e lidas
em comprimento de onda duplo. Foi comparada a ligagao dos MADb
aos mutantes hNGF com a ligagdao ao hNGF de tipo selvagem

(estabelecido como 100%) analisado nas mesmas condigdes.

Foram seleccionados seis anticorpos monoclonais anti-NGF
humano (MAb 908, 909, 911, 912, 938 e 14.14) qgue apresentam
afinidades elevadas para hNGF (ECsy = 0,18 nM para MAb 908,
0,18 nM para MAb 909, 0,37 nM para MAb 911, 0,18 para MAb 912,
0,74 para MAb 938 e 0,59 para MAb 14.14) e uma redugao superior

a 60-90% para a ligacdo a varios mutantes quiméricos (Figura 1)
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para analise adicional. Como mostrado na Figura 1, trés dos MAb
(908, 909 e 14.14) apresentam uma especificidade de 1ligacao
regional evidente, caracterizada por perda de 60-95% da ligacgao
maxima a uma regido varidvel uUnica (Figura 1). Foram observados
efeitos menos pronunciados de mutantes de regido variavel para
MAb 911, 912 e 938, com regides NGF variadveis multiplas
contribuindo para os epitopos 1ligantes destes anticorpos. No
entanto, as regides variaveis que compreendem estes epitopos
estao em grande proximidade dentro da estrutura tridimensional

(Figura 3A4).

C. Mapeamento de Epitopos Utilizando Mutagénese Dirigida

para um Local

Para definir ainda a especificidade de epitopo de cada um
dos seis MAb anti-NGF seleccionados, foram produzidos, expressos
e caracterizados mutantes de NGF representando mutagdes pontuais
de aminoacido simples, duplas ou triplas, com um foco particular
em residuos dentro de regides anteriormente descritas como
desempenhando um papel na ligacao e fungado bioldgica de TrkA e
p75 (Shih et al., J. Biol Chem., 269(44):27679-27686 (1994)). Os
efeitos das mutagdes sobre a ligagao de MAb anti-NGF foram
caracterizados por ELISA como descrito acima. Os valores de ECsyg
médios para ligagao de MAb anti-NGF a cada mutante foram
calculados a partir de curvas de ligagao em ELISA e comparados
com valores de ECs; obtidos para a ligagao de NGF de tipo

selvagem (Figura 2A-F).

Para a totalidade dos seis MAb, a especificidade de ligagao
dos mutantes pontuais hNGEF correlacionou-se geralmente com as

regides anteriormente identificadas por perda de ligagao a
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mutantes quiméricos NGF especificos. No entanto, os efeitos das
mutagdes pontuais de NGF na ligacao dos MAb 911 e 938 foram
menos proeminentes em relagao aos efeitos observados nos outros
MAb (Figura 2A-F). A especificidade regional dos efeitos
mutacionais correlacionou-se com residuos dentro ou prdéximos de
regides variaveis permutadas nos mutantes quiméricos NGF e que
resultaram na perda de mais de 50-60% da ligacgao maximo dos MADb
911 ou 938. Para o MAb 911, estas mutacgodes incluiram
K32A+K34A+E35A, Y79A+T81K, H84A+K88A e RI103A. Foi observada
perda de ligacadao adicional com as mutagdes prdximas E11A, Y52A e
L112A+S113A (Figura 2C). Isto indica qgue o epitopo para o MADb

911 abrange quatro de sete regides variaveis de hNGF (Fig. 3C).

D. Dependéncia Estrutural de Epitopos de Ligacdo longinqua
por MAb

Foi avaliada a ligagao de MAb anti-NGF a formas
nao-reduzidas e reduzidas de hNGF para determinar se ligagao de
MAb anti-NGF a hNGF depende da conformacao estrutural de
epitopos em hNGEF. O hNGF, nao tratado ou reduzido por tratamento
com mercaptoetanol, foi submetido a electroforese em gel e
transferido para membranas de nitrocelulose para
imunotransferéncia. Para a deteccao de hNGF, as membranas de
nitrocelulose foram lavadas, incubadas com anticorpos primarios
e secundarios, expostas ao substrato luminol (Amersham
International, Amersham, R.U.) durante 1 minuto a temperatura
ambiente com agitacdo e expostas pelicula de raios x (Eastman
Kodak, Rochester, NI) durante 10-45 segundos. Na Figura 4 pode
ser observada que varios anticorpos monoclonais anti-NGF
apresentam uma ligagdo minima a formas reduzidas de hNGF. Estes

incluem MAb 938, 908, 911 e 912, indicando que o0s epitopos no
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hNGF a que estes se 1ligam sao afectados estruturalmente por

alteracao de carga e redugao.

E. Modelacgao molecular de epitopos em anticorpos

monoclonais anti-NGF

Foram produzidas representagdes de modelagcao molecular de
epitopos dos MAb anti-NGF identificados (Figura 3A-F) utilizando
0 programa MidasPlus (University of California em San Francisco,
San Francisco, CA) e foram baseadas em coordenadas para a
estrutura tridimensional de NGF murino como anteriormente

descrito (McDonald e em., Nature, 354:411-414 (1991)).

Na Figura 5 ¢é apresentado um resumo dos resultados do

mapeamento do epitopo de MAb.

EXEMPLO 2

Determinagao da Actividade Neutralizante de Anticorpos

Monoclonais Anti-NGF

A observagao de que alguns epitopos mapeados em regides que
revelaram anteriormente serem significativas na interaccao de
NGF com TrkA e/ou p75 sugeriu gque os MAb correspondentes

pudessem também bloquear uma ou ambas estas interacgdes.
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A. Ensaio de Ligacdo a “’I-hNGF.

Foi medida a ligagao de 125

I-hNGF a imuno-adesina receptora
TrkA-IgG na presenga de anticorpos monoclonais anti-NGF para
avaliar a possibilidade de um ou mais dos MAb anti-NGF poderem

blogquear a ligagao de NGF a TrkA e/ou p75.

Resumidamente, foi preparado 1251 _hNGF utilizando uma
modificacdo do método da lactoperoxidase soluvel originalmente
descrito por Marchalonis (Marchalonis, Biochem J., 113:299-305
(1969)). A mistura de reaccgao final foil fraccionada numa coluna
de exclusao de tamanho pD-10 Sephadex G-25 (Pharmacia, Upsala,
Suécia) e armazenada a 4 °C. Foram revestidas placas de
microtitulacadao (Nunc, Maxisorb) durante a noite a 4 °C com o
anticorpo policlonal de coelho anti-IgG humana especifico para
Fc purificado (diluido a 2 ug/mL em tampdo carbonato), lavado
com PBS e Dblogueado com 150 pL de PBS/BSA a 0,5% (PBS/BSA).
Foram adicionados imuno-adesinas TrkA-IgG ou p75-IgG humanas
(gentilmente cedidas por Robert Pitti) (20 ng/mL) em PBS/BSA
(100 uL) e incubadas a temperatura ambiente durante 1 hora. Foi
entdo adicionado hNGF diluido em PBS/BSA (150 pM final) (100 uL)
e incubado durante 1 hora a temperatura ambiente. Foi adicionado
paralelamente hNGF (150 pM final) pré-incubado durante a noite a
4 °C, com anticorpos monoclonais anti-NGF (667 nM — 0,58 nM) ou
um anticorpo monoclonal irrelevante nao direccionado para NGF e
foi incubado como descrito. As placas foram lavadas com PBS
contendo T20 a 0,05% e o0s pogos individuais foram contados
durante 1 minuto num contador gama (Packard Cobra Model 5010,

Downers Grove, IL).

Como pode ser verificado na Figura 6, os anticorpos

monoclonais anti-NGF inibiram 1ligacdo de hNGF a imuno-adesina
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receptora TrkA.IgG como medido pelo nivel de hNGF marcado com
1251 ligado a TrkA-IgG. A  totalidade dos MAb apresentou
capacidade de bloqueamento na concentracao mais elevada ensaiada
(667 nM), mas apresentou claramente diferentes capacidades de
bloqueamento em concentragdes mais baixas. Os MAb 911, 912 e 938
apresentaram a mesma poténcia de bloqueamento (ICsg ~ 0,5-2 nM),

com uma inibigdo a 80-90% verificada a MAb 10 nM ou superior.

Foi avaliada a capacidade dos MAb para inibirem a ligacgao
de hNGF ao receptor p75 de baixa afinidade utilizando p75-IgG no
ensaio de ligagao descrito acima. Como mostrado na Figura 7, os
anti-hNGF inibiram a ligagdo de MAb de hNGF a imuno-adesina
receptora p75-IgG utilizando hNGF marcado com 1251, 0s MAb 911,
912 e 938 apresentaram a actividade inibidora mais elevada com
uma redugao na ligagao de 75-90% observada na presenca de de MADb
a menos 1 nM. O MAb 909 também apresentou capacidade de
blogqueamento potente (inibig¢ao > 90% com MAb 10 nM), engquanto os
MAb 908 e 14.14 foram significativamente menos potentes

(Figura 7).

B. FEnsaio de activagdo do receptor induzida por cinase

(KIRA) .

Foi utilizada um de ensaio activagao de receptor induzida
por c¢inase (KIRA) para medir a autofosforilagao de TrkA NGF
dependente de em células transfectadas em resposta ao estimulo
com um ligando, tal como hNGF e/ou anticorpos monoclonais
agonistas (Sadick et al., Exp. Cell Res. 234:354-361 (1997)).
Foram avaliados os MAb anti.NGF para a sua capacidade para
inibir a ligagdo de hNGF ao dominio extracelular TrkA expresso

em células CHO transfectadas e fosforilagao subsequente dos
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residuos de tirosina em TrkA (Figura 8). A fosforilagao dos
residuos de tirosina foi medida por ELISA wutilizando MADb

anti-fosfotirosina.

Foram revestidas placas de microtitulacgao (Costar,
Cambridge, MA) com 1 x 10° células de ovario de hamster chinés
(CHO) expressando o dominio extracelular do receptor TrkA com um
fragmento da glicoproteina D do virus Herpes simplex (gD), um
polipéptido com 26 aminodacidos gque serve como uma marcacgao de
epitopo. Foram entao adicionadas amostras de hNGEF apenas (150
PM) (como um controlo positivo) ou hNGF (150 pM final)
pré-incubado durante a noite a 4 °C, com os MAb anti-NGF
individuais (667nM - 0,31 nM final) a pogos contendo as células
CHO expressando TrkA (50 pL por pogo) e incubadas a 37 °C
durante 25 minutos. Foili utilizado um anticorpo monoclonal
irrelevante nao dirigido contra NGF como um controlo negativo.
As células estimuladas com hNGF foram entdo tratadas com tampao
de lise e 0s lisados foram processados em placas de
microtitulagao revestidos com gD-MAb para detecgao por ELISA de

fosfotirosina contendo TrkA semelhante ao processo descrito por

Sadick et al. (Sadick et al., Anal. Biochem., 235:207,214
(1996)) . Foram adicionados a cada pogo 100 pL de 4G10
biotinilado {(monoclonal anti-fosfotirosina de Upstate

Biologicals, Inc. (UBI, Lake Placid, NI)) diluido a 0,2 mg/mL em
tampao de diluigao (PBS contendo BSA a 0,5%, Tween a 0,05% EDTA
20,5 mM e timerosol a 0,01%). Apds incubacdo durante 2 horas a
temperatura ambiente a placa foi lavada e foram adicionados
100 pL. de estreptavidina conjugada com HRP (Zymed Laboratories,
S. San Francisco, CA) diluido 1:50000 em tampao de diluigao a
cada pog¢o. A placa foi incubada durante 30 minutos a temperatura
ambiente com a agitagao suave. O conjugado de avidina livre foi

removido por lavagem e foram adicionados 100 pL de solugao de
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substrato preparada recentemente (tetrametil benzidina, TMB, kit
de substrato de dois componentes, Kirkegard and Perry,
Gaitehersbug, MD) a cada pogo. Foi permitido que a reacgao
prosseguisse durante 10 minutos, apdés o que a revelacao da
coloragao foi terminada pela adigao de 100 nL de
HsPO, 1,0 M/pocgo. A absorvéncia em 450 nm foi lida a um
comprimento de onda de referéncia de 650 nm (Assg/es0), utilizando
um leitor de placas Vmax (Molecular Devices, Palo Alto, CA)
controlado com um Macintosh Centris 650 (Apple Computers,
Cupertino, CA) e programa informatico DeltaSoft (BioMetallics,

Inc., Princeton, NJ).

Como mostrado na Figura 8, todos os anticorpos monoclonais
anti-NGF seleccionados podem inibir tanto a ligacao de hNGF ao
dominio extracelular de TrkA expresso em células CHO
transfectadas como a fosforilagcdo de residuos de tirosina do
receptor TrkA. A pré-incubagdo de hNGF com os MAb 911, 912 e 938
na concentragao mais baixa testada (0,3 nM) resultou na inibicao
méaxima de aproximadamente 60-80% da fosforilagdo da tirosina em
relagcao ao MAb de controlo. Os MAb 908, 909 e 14.14 foram menos

potentes.

C. Bioensaio de sobrevivéncia de gadnglio da raiz dorsal de

rato embriondrio.

Outro ensaio utilizado para determinar os efeitos de
anticorpos monoclonais anti-NGF em processos dependentes de NGF
consistiu no bioensaio de sobrevivéncia de génglios da raiz
dorsal (DRG) de rato embriondrio El4. Foram avaliados anticorpos

monoclonais anti-NGF para a sua capacidade para inibir os

62



efeitos de sobrevivéncia de hNGF sobre os neurdnios de ganglios

da raiz dorsal (DRG) de ratos embrionarios El14 (Figura 9).

Foram cultivados neurdénios de ganglios da raiz dorsal (DRG)
obtidos de ratos E15 (seis a oito embrides) em meio F12 com
aditivos (McMahon et al., Nat. Med. 8:774-780 (1995)) e hNGF
3 ng/mL com ou sem anticorpos monoclonais anti-NGF. Apds 72 horas
da incubacao a 37 °C, as células foram fixas com formaldeido e

foram contados os neurdnios viaveis.

A figura 9 mostra a inibigadao da sobrevivéncia neuronal de
DRG por anticorpos monoclonais anti-NGF. Enquanto os MAb 908,
909 e 14.14 reduziram a sobrevivéncia em apenas 20-30% na
concentragao mais elevada (67 nM; 10 upg/mL), os MAb 911 e 912
inibiram a sobrevivéncia a mais de 90% em concentragdes
aproximadamente 30-80 vezes mais baixas (0,8-2,14 nM;
0,12-0,37 ug/mL). O MAb 938 foi capaz de inibir a actividade de
sobrevivéncia em 90%, mas foi 10-30 vezes menos potente do que

os MAb 911 e 912.

O MAb 911 foi o Dblogueador mais potente da interaccgao
NGF/TrkA. O MAb 911 reconhece um epitopo contendo a regido de
ligagao de NGF a TrkA e p75 sobreposta enrolamento [ A’'-A"’
(V-1) e a regiao de ligagao a TrkA dominante na folha p (Figura
3C). O segundo inibidor NGF/TrkA mais forte, o MAbL 912,
reconhece o0s residuos K32, K34 e E35 uma regido que revelou
anteriormente ser crucial para a interacg¢do NGF/p75. O MAbL 938,
outro bloqueador potente da 1ligacao a TrkA e p75 reconhece
também regides fundamentais para a ligagdo a TrkA ou p75, os

terminais N e C.
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As diferencas observadas na especificidade de bloqueamento
do anticorpo nado sdo devidas as afinidades relativas dos MAb
para o hNGF dado que dois dos trés anticorpos de Dblogqueamento
mais potentes (911 e 938) tém afinidades mais baixas para o NGF

do gque os MAb blogueadores mais fracos.

As regides do NGF fundamentais para a ligacao aos MAb 911 e
912 sobrepdem-se a regides identificadas como regides
fundamentais para a ligagao a TrkA e p75. Os MAb 911 e 912 sao
bloqueadores competentes de actividades induzidas pelo NGF,
indicando que estes seriam antagonistas especificos de

actividades in vivo tal como hiperalgesia inflamatdria.

EXEMPLO 3

O Efeito de anti-NGF na Resposta Imunitaria

Foram imunizados murganhos subcutaneamente com 10 upg de
ovalbumina no dia 0 e fol permitida a recuperagao. No dia 40
apds a imunizacgdo os animais foram injectados IP com 10 mg/kg de
anticorpo 911 anti-NGF ou um anticorpo de controlo, de isotipo
correspondente. Ao fim de dois dias os animais foram reforgados
com ovalbumina. A resposta imunitdria foil medida por ELISA em
amostras de soro recolhidas no dia 47. Como pode ser observado
na Figura 10, nao se verifica diferenca significativa (p > 0,05)
na resposta imunitédria entre os animais recebendo anticorpo 911
anti-NGF e animais recebendo o anticorpo de controlo. No
entanto, verificou-se uma tendéncia nao significativa para um
aumento na resposta imunitaria em animais tratados com o©

anticorpo monoclonal anti-NGF.
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Pelo contrario, a Figura 11 mostra que apds imunizacgdo com
gama-globulin de galinha, o tratamento com anti-NGF produz uma
tendéncia nao significativa para uma redugcao na resposta
imunitaria. Os animais foram imunizados com 10 ng de
gama-globulina de galinha no dia 0 e tratados com anticorpo 911
anti-NGF ou um anticorpo de controlo, de isotipo correspondente
(10 mg/kg IP) no dia 40. No dia 42 os animais foram reforgados
com gama-globulina e no dia 47 foram recolhidas amostras de soro
e analisadas por ELISA. Nao se verificou qualgquer diferencga
significativa (p > 0,05) na resposta imunitaria entre os dois
grupos. No entanto verificou-se uma tendéncia para uma redugao
na resposta imunitaria apds tratamento com o) anticorpo

monoclonal anti-NGF 911.

EXEMPLO 4

Efeito de Anticorpos Monoclonais Anti-NGF na Hiperalgesia

Foi investigado o efeito de anticorpos anti-NGF na
hiperalgesia térmica induzida por NGF. Resumidamente, foram
treinados ratos Fischer adultos do sexo feminino em duas sessdes
por dia com o teste do Hargreaves durante, pelo menos, dois dias
antes do tratamento. Apds familiarizagcao com o equipamento e
protocolo, os animais foram destinados aleatoriamente ao grupo
de controlo ou experimental. Ambos os grupos foram testados para
a sensibilidade de base e depois foram administradas injecgdes
intraplantares numa pata num volume de 50 plL sob anestesia com
isofluorano. As injecgdes em cada grupo continham carragenina a
1,25%, em combinagao com 90 pg de anticorpo anti-NGF ou um

anticorpo de controlo indiferente, de isotipo correspondente.
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Foram medidas as laténcias de retracg¢ao térmica a 0, 2, 4,
6 e 24 horas apds 1injecgcao pelo teste de Hargreaves. Como
mostrado na Figura 12, as 4 e 6 horas apds o tratamento a
hiperalgesia térmica que se segue a injeccdo de carragenina foi
significativamente reduzida em animais tratados com o anticorpo

monoclonal anti-NGF 911 em comparac¢ao com animais de controlo.

EXEMPLO 5

Efeito de Anticorpos Monoclonais Anti-NGF em Resposta a

Alergénios

Foram tratados murganhos de sexo masculino C57/BL6 (Jackson
Laboratories) foram tratados com o anticorpo monoclonal 911
anti-NGF (n = 16) ou anticorpo de controlo anti-gD de isotipo
correspondente (clone 1766; n=16). No dia -1, os animais foram
tratados com anticorpo 20 mg/kg e nos dias 6, 13, 20 e 22 estes
foram tratados com anticorpo 10 mg/kg. Todos os tratamentos de

anticorpo foram injectados subcutaneamente na nuca.

Nos dias 0 e 14 metade dos murganhos em cada grupo foi
sensibilizada (SN) por injecgao intraperitoneal de 30 AU do
antigénio de 4&caro (DMA; diluido com PBS de Dulbecco e depois
1:2 com ALUM, como um adjuvante, para uma concentracao final de
300 AU/mL). Os murganhos nao-sensibilizados (NS) receberam um
volume igual de PBS de Dulbecco diluido 1:2 com ALUM como

controlo.

Os murganhos foram entdo desafiados com antigénio de acaro
inalado (DMA) nos dias 21 e 22. O éacaro foi diluido para

6000 AU/mL utilizando PBS de Dulbecco mais Tween-20 a 0,01% para
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aerossolizagao. Todos os desafios de inalagao foram
administrados numa cdmara de exposicao numa redoma em acrilico.
O DMA foil aerossolizado utilizando um nebulizador PARI IS-2
operado a 22 PSI. O nebulizador foi preenchido com 3 mL e
aplicado até a conclusado (30 min.). A dose/exposicao depositada

total no pulmao foi de ~6,5 AU DMA.

Os murganhos foram avaliados para a hiper-reactividade das
vias aérea, infiltragao celular no fluido de lavagem bronquiolar
(BAL), niveis de citocina em BAL e titulo de soro contra &acaros
assim como niveis séricos de IgE. Resumidamente, no dia 24, 48
horas apds o ultimo desafio, os murganhos foram anestesiados,
cateterizados na veia Jjugular e traqueostomizados. Os murganhos
foram entdao paralisados com pancurdénio 0,28 mg/kg e colocados
num pletismébgrafo de fluxo em acrilico para a medigao de
expansdao toracica e da pressdao das vias aérea. 0Os murganhos
foram ventilados utilizando oxigénio a 100% numa frequéncia de
170 bpm e Vt igual a 9 L/g. Foi monitorizada continuamente a
mecénica da respiragdao (resisténcia pulmonar e conformidade
dindmica) utilizando o programa de aquisicdao de dados Buxco XA.
Foi administrado um historial de volume aos murganhos
(5 respiragdes a 2,5 x Vt), fol permitida a estabilizagao durante
2 min antes da medigao da linha de Dbase e, depois, foi
administrada uma Unica dose de 5 segundos do agonista a uma
velocidade de fluxo ajustada ao peso corporal utilizando uma
bomba de seringa de Harvard e um programa informatico de

aplicacao de seringa.
Foram recolhidos sangue (soro), BAL e pulmbes. O soro foi

ensaiado para IgE e IgG totais e especificas. O BAL foi obtido

injectando a mesma aliquota de NaCl 3 vezes e foil ensaiado para
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IgE total por ELISA. Foram obtidos os leucdcitos totais e os

diferenciais celulares a partir de células de BAL.

O tratamento com o anticorpo monoclonal anti-NGF originou
um abaixamento significativo na hiper-reactividade das vias
aéreas (Fig. 13), assim como na inflamacdo como medida pela
infiltragao celular no BAL (Fig. 14). No entanto, existe ainda
uma proporg¢ao muito elevada de eosindéfilos no BAL de animais
tratados com anti-NGF (Fig. 15). O tratamento com anticorpo
anti-NGF reduziu também o nivel da citocina Th2 IL-13 no BAL

(Fig. 16).

Apesar da sua capacidade para reduzir a resposta
inflamatéria ao alergénio, o tratamento com anticorpo anti-NGF
nado reduziu a resposta imunitaria humoral aos Aacaros, como
medida pelo titulo total de imunoglobulina de soro contra os
acaros (Fig. 17) ou pelo nivel sérico de IgE (Fig. 18). Isto
indica que o anticorpo blogqueou realmente o efeito bioldgico do
NGF, mas nao afectou a sobrevivéncia ou a funcado de linfécitos

B.

Para confirmar que o anticorpo 911 anti-NGF estava a ter um
efeito funcionalmente significativo sobre o NGF, foil realizada
uma experiéncia em paralelo, em dque os murganhos foram
injectados subcutaneamente na nuca com anticorpo monoclonal 911
anti-NGF a 0,1, 1 ou 10 mg/kg nos dias 1 e 8 ou com NGF a 0,1, 1
ou 10 mg/kg nos dias 1, 3, 6 e 8. 0Os animais foram sacrificados
no dia 9 e examinados para o nivel do neuropéptido CGRP no
gadnglio trigeminal. O tratamento com 1 ou 10 mg/kg de NGF
originou um aumento em CGRP, verificando que este péptido é
regulado pelas niveis de NGF (Fig. 19). O tratamento com

anticorpo monoclonal 911 anti-NGF a 1 ou 10 mg/kg originou uma
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redugdo no conteido de CGRP do géanglio (Fig. 19), verificando
que esta dose produz um blogueamento funcionalmente
significativo do NGF enddégeno no momento em gue a resposta

imunitdria estava a ocorrer na experiéncia descrita acima.

Lisboa, 8 de Novembro de 2011
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REIVINDICACOES

Quantidade eficaz de um anticorpo monoclonal anti-NGF
humano (anti-hNGF) com capacidade de 1ligagao a hNGF e
inibicdo da ligagao de hNGEF a TrkA humano (hTrkA) in vivo
para a utilizagdo num método para controlar um estado

relacionado com o NGF num doente humano,

em que o anticorpo monoclonal anti-hNGEF reconhece um
epitopo NGF seleccionado do grupo consistindo de: a) um
epitopo compreendendo a regiao de ligagcao de NGF a TrkA e
P75 sobreposta enrolamento [ A’'-A’" (V-1) e a regiao de
ligagao a TrkA dominante regiao em folha [ C; e Db) um
epitopo compreendendo i) residuos K32, K34 e E35 de hNGF;
ii) residuos Y79 e T81 de hNGF; 1iii) residuos H84 e K88 de
hNGF; iv) residuo R103 de hNGF; v) residuo E11 de hNGF; vi)
residuo Y52 de hNGF e vii) residuos L112 e S113 de hNGF; e

em gue o estado relacionado com o NGF é dor crénica.

Utilizagcao de uma quantidade eficaz de um anticorpo
monoclonal anti-NGF humano (anti-hNGF) para a preparacgaoc de
um medicamento a ser administrado a um doente humano para
controlar um estado relacionado com o NGF no referido

doente e,

em que o0 anticorpo monoclonal anti-hNGF reconhece um
epitopo hNGF seleccionado do grupo consistindo de: a) um
epitopo compreendendo a regiao de ligagao de NGF a TrkA e
P75 sobreposta enrolamento [ A’'-A’’ (v-1) e a regiao de

ligagao a TrkA dominante em folha B C; e b) um epitopo



compreendendo i) residuos K32, K34 e E35 de hNGF; ii)
residuos Y79 e T81 de hNGF; 1iii) residuos T-184 e K88 de
hNGF; iv) residuo R103 de hNGF; v) residuo E11 de hNGF; vi)
residuo Y52 de hNGF; e vii) residuos L112 e S113 de hNGF; e

em gque o estado relacionado com o NGF é dor crédnica.

Utilizacgao de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2, em gue o
anticorpo se liga a hNGF com uma afinidade na gama
nanomolar, em particular em que a afinidade de ligagao do
referido anticorpo para hNGF é de cerca de 0,10 a cerca de
0,80 nM; em particular em que a afinidade de ligagao do
referido anticorpo a hNGF é de cerca de 0,1 a cerca de
0,75 nM; mais particularmente em que a afinidade de ligacgao
do referido anticorpo a hNGF é de cerca de 0,18 a cerca de

0,72 nM.

Utilizacgao de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2, em gue o
referido anticorpo tem também capacidade de se ligar ao NGF

murino {(mulNGF) .

Utilizacgao de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2, em gue o
referido anticorpo é um fragmento de anticorpo de ligacéao
ao antigénio; em particular em que o referido fragmento de
anticorpo de ligagdao ao antigénio é seleccionado do grupo
consistindo de Fab, Fab’, F(ab’) 2, fragmentos Fv,
diacorpos, moléculas de anticorpo de <cadeia Unica e
anticorpos multiespecificos formados por fragmentos de
anticorpo; mais particularmente em que a referida molécula
de anticorpo de cadeia uUnica é uma molécula Fv de cadeia

unica (sckFv).
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11.

Utilizagao de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2, em que ©
referido anticorpo é quimérico; em que o referido anticorpo
é humanizado; em que o referido anticorpo é humano; ou em
que o referido anticorpo é um anticorpo bi-especifico, em
particular em que o referido anticorpo bi-especifico tem

uma especificidade anti-IgE.

Utilizacgao de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2, em gue o
referido anticorpo nao apresenta qualquer efeito adverso
significativo sobre o sistema imunitario do referido
doente, em particular em qgue o referido anticorpo nao
apresenta qualgquer efeito adverso significativo sobre a

resposta imunitaria humoral.

Utilizagao de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2, em que ©
referido anticorpo reconhece um epitopo hNGEF compreendendo
os residuos K32, K34, E35, Y79, T81, H84, K88 e R103 de
hNGEF'.

Utilizagao de acordo com a reivindicagao 8, em gque o
referido anticorpo reconhece um epitopo compreendendo os
residuos K32, K34, E35, Y79, T81, H84, K88, R103, E11, Y52,
L112 e S113 de hNGF.

Composigao farmacéutica compreendendo um anticorpo
monoclonal anti-NGF (anti-hNGF) humano gquimérico,
humanizado ou humano, como definido na reivindicagao 1 ou
2, em combinagao com um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

Composigao farmacéutica da reivindicagao 10, em que o

referido anticorpo é um fragmento de anticorpo de ligacgao a
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13.

14.

um antigénio; em particular em que o referido fragmento de
anticorpo de ligacao ao antigénio é seleccionado do grupo
consistindo de Fab, Fab’, F(ab’) 2, fragmentos Fv,
diacorpos, moléculas de anticorpo de cadeia Unica e
anticorpos multiespecificos formados por fragmentos de

anticorpo.

Composigao farmacéutica da reivindicagao 10, em que O
referido anticorpo é um anticorpo bi-especifico, em
particular em que o referido anticorpo bi-especifico tem
capacidade de 1ligacao especifica a IgE humana nativa; em
particular em que o referido anticorpo bi-especifico tem
capacidade de ligacao especifica ao TNF humano nativo ou a

um receptor do TINF humano nativo.

Composigao farmacéutica da reivindicacgao 10 compreendendo
ainda outro ingrediente farmaceuticamente activo; em
particular em que o) referido outro ingrediente
farmaceuticamente activo é adequado para o tratamento de um
estado inflamatdério; mais particularmente em que o referido
estado inflamatdério é seleccionado do grupo consistindo de
dor, asma, esclerose multipla, artrite, lUpus eritematoso e
psoriase; mesmo mais particularmente em que a referida

artrite é artrite reumatdide.

Artigo de produgao compreendendo:

um recipiente;

uma composigao farmacéutica da reivindicagao 10; e

instrugdes para a utilizacgao da composigdao de matéria para
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controlar um estado relacionado com o NGEF num doente

humano.

Artigo de produgdao da reivindicagao 14 compreendendo ainda
um segundo ingrediente farmaceuticamente activo; em
particular em que o referido segundo ingrediente
farmaceuticamente activo ¢é adequado para a utilizacdo no
tratamento de um estado inflamatdério; mais particularmente
em que o referido estado inflamatdério ¢é seleccionado do
grupo consistindo de dor, asma, esclerose multipla,

artrite, luUpus eritematoso e psoriase.

Artigo de produgao da reivindicagao 14 compreendendo ainda
um segundo recipiente com uma composicgao ai contida, em que
a composicao compreende um segundo anticorpo que se liga a

um receptor do NGF e blogqueia a activacgao de ligando.

Lisboa, 8 de Novembro de 2011
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Identificagdo de Regides de ligagdo de Mab por Mutagénese de Rastreio de Homdlogos F/ G 1

Nome do  Mutagdes NGF — NT3 ido
Mitante®  introduzidas® :.fada 908% 909 911 912 938 14.14
Tipo selvagen Nenhum (H+4) | (#+4) {+44) (+44) (++) | (+H4)
6 | S, SA, S3E, Terminal N (H4) | (HH) | () 44 | W] )
P3K, 165, F75
20 VI8E, V201, G23T Pré-V1 (folha B A) [HH) | (+4) {++4) (++4) () | (+44)
19 1265, 1275, 7231,  |v-1(enrolamento em gancho p A'-A'’) | {+/++) | (t+1) (+4) {(+/+) {+4) (+44)
K32R, K34H, E35Q
12 V421, M43K, 1447, |V-2 (emrolamento em gancho B A'’/-B)| (-] | () | (+HH] () | (] | ()
N45G, V48P, P49V :
7 RO9K, DGE, P6lA, | V-3 (enrolamento irverso B B-C) (H) | (=) {++4) (++4) (++4) | (444)
N62R, D65K, S66N
16 1790, 181K, 7835, | V-4 (enrolamento { C) (H) | (4] (+4) (++1) (] | (+H)
H84Q, F86Y, KEBR
8 M928, DO3E, GOAY, V-5 (enrolamento em gancho B C-D) | (44} | {+i4) (+t4) (+4) (FH) | (+44)
+M94/95, Q96L,
A9V, A%8G
23 Al16I, Vi17G, R1197, | Texminal C [4H) | (H4) (+4++) {4+++) {4} (444}
R120(-)
Regifo do V-2 | V=3 | V-1, V-4 | V-1, V-5 | C-term, | N-tern.
epitopo

%0s names dos mutantes foram atribuidos na ordem que estes foram preparados. "Residuos de hNGF
foram substituidos por residuos nio-homdlogos de hNT3. As mutagdes sdo baseadas nos residuos
(sinbolo de uma letra e nimero de posigdo) substituido pelo residuo imediatamente apds o
mimero de posi¢io indicado.
‘cada uma das regides varidveis de hNGF foi mutada para determinar a especificidade de
ligacio de cada MBb. £ comparada a ligagio relativa de cada um dos seis MRb mutantes do
rastreio de homdlogos NGF/NT3 com a ligagdo de hNGF do tipo selvagem:. (-),

10-30%;

< 10 %; (B,

(++), 30-60%; (+++), 60-100%. O ECy de cada MRb para a ligagdo a hNGF é: MAb 908,

1,8 x 10 M; Mab 909, 1,8 x 10° M; Mab 911, 3,7 x 10° M; Mab 912, 1,8 x 10° M; MRb 938,
7,4 x 10° M; Mab 14.14, 5,9 x 10 M.
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FIG. 3A
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mAb 909

FIG. 3B
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FIG. 3C
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FIG. 3D
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FIG. 3F
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FIG 5

Sumidrio dos Resultados de Mapeamento de Mab

~ . R Actividade de Actividade de
MutacOes pontuais em  Iocal de ligagdo a  Local de ligagdo a

D regices dfG:-'lgagéo * Esmh}g/rrma mltagérife) NGF-3° hlcfeje'l?rnke:to bloile;f;?nto
908 | M92, M97, EfL, Mi6 Néo Nio (+/-) {+/-)
909 RS9, RY Néo Sim (-} (+4)
911 Vérias Sim Sim (++) {+4)
912 Varias Néo Sim (+4) {t1)
938 1112/5113 Sim sim (+4) (+)
14.14 B4, B5 Sim Nao (+/-) )




125 I ligado a NGF (cpm)

16/29

100007
8000
6000- MAb 908
MAb 90¢
W MAb 911
MAb 912
40001 MAb 938
] MAb 14.14
Controlo (-)
20004
0 . — r —
.1 1 10 100 1000

FIG. 6



17/29

125 I ligado a NGF (cpm)

FIG. 7
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FIG. 12 Anticorpo Monoclonal contra NGF
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Tratamento anti-NGF inibe a

hiperreactividade das vias
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Células totais
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Tratamento com anti-NGF reduz a
infiltragao celular em BAL
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Existe ainda uma proporg¢ao muito
FIG. 15 elevada de eosinéfilos no BAL

provenientes de animais anti-NGF
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FIG. 16
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Anti-NGF atenua o aumento de
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FIG. 17

Anti-NGF nao inibe a resposta

imunitdria humoral ao antigénio do
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FIG. 18
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Anti-NGF ndo inibe IgE sérica
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Tratamento com NGF aumenta e tratamento

FIG. 19

com anti-NGF reduz o contetdo em CGRP do
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